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RÉSUMÉ
L’ encéphalopathie hépatique (EH) est un syndrome neuropsychiatrique survenant
suite à une insuffisance hépatique chronique ou aigu. Nos connaissances actuelles sur
l’EH démontrent qu’il s’agit d’un désordre multifactoriel ne pouvant être expliqué par une
cause unique. Il est intéressant de constater que des anomalies astrocytaires plutôt que
neuronales sont observées lors de l’EH. tant dans sa forme chronique qu’aigu.
L’insuffisance hépatique aigu (IHA) cause une augmentation rapide des taux
d’ammoniaque sanguin et cérébral, accompagnée d’un oedème cérébral cytotoxique
astrocytaire pouvant entrafner l’hypertension intracrânienne et causer une herniation
cérébrale fatale.
Dans le cadre du présent projet, nous nous sommes intéressés plus particulièrement
à l’étude des changements d’expression de protéines clés du système nerveux central (SNC)
pouvant participer à l’oedème cérébral lors de l’IHA.
Certaines études ont rapporté une baisse d’expression de la protéine glio-fibrillaire
acide (GFAP) lors de FER chronique. Cependant, le rôle de cette protéine lors de 1’EH
aigu n’a fait l’objet d’aucune étude. Dans l’article 1, nous avons démontré une diminution
graduelle de l’expression de la GFAP suite à la dévascularisation hépatique. Des études
démontrent qu’une perte de GFAP peut entraîner une susceptibilité accrue des astrocytes à
un stress osmotique, possiblernent suite à un changement de leurs propriétés visco
élastiques. À cet effet, il est intéressant de noter que la progression dans le temps de la perte
d’expression de la GFAP présente une corrélation positive avec le contenu en eau du
cerveau, une mesure de l’oedème cérébral.
Nous avons également démontré, dans l’article 2, une augmentation d’expression du
récepteur des benzodiazépines de type périphérique (PTBR) lors de l’IRA chez le rat. Cette
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augmentation de PTBR entraîne une hausse des sites de liaison de PTBR dans le cortex
frontal et est accompagnée d’une augmentation des niveaux de pregnénolone, le précurseur
pour la synthèse des neurostéroïdes, indiquant une possible implication de ces derniers lors
de l’IHA.
L’article 3 rapporte une augmentation de l’expression du transporteur du glucose
GLUT1 exprimé par les cellules endothéliales et astrocytaires du cerveau. Cette protéine est
impliquée dans le transport du glucose à la barrière hémato-encéphalique. L’augmentation
de GLUT1 est accompagnée d’une hausse de la capture cérébrale du glucose, suggérant une
anomalie du métabolisme énergétique lors de l’IHA. De plus, l’exposition de cultures
primaires d’astrocytes à des concentration pathophysiologiques d’ammoniaque résulte
également en une augmentation de l’utilisation du glucose.
L’étude de l’implication des changements d’expression protéiques in vivo lors de
l’IHA serait facilitée par l’utilisation de souris transgéniques ou «knock-out ». Cependant,
de telles études sont limitées par l’absence d’un modèle adéquat d’IRA chez la souris. Nous
avons donc également entrepris de caractériser un modèle d’IRA causée par
l’azoxyméthane, une toxine hépatique, chez la souris (article 4).
En bref, ce projet consiste en une étude des changements d’expression du SNC lors
de l’IRA. Ces changements d’expression sont majoritairement astrocytaires et semblent
être impliqués dans les mécanismes responsables de l’apparition de l’oedème cérébral. Une
meilleure compréhension des causes et des conséquences de ces changements d’expression
est nécessaire à l’élucidation des mécanismes responsables de l’oedème cérébral lors de
l’IRA.
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ABSTRACT
Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome occuning as a resuit
of chronic or acute liver failure. In both cases, HE is a multifactorial disorder involving
astrocytic rather than neuronal changes. Acute liver failure (ALf) causes rapid increases in
blood and brain ammonia levels, resulting in cytotoxic swelling of the astrocytes which
may cause intracranial hypertension and brain hemiation, a major cause of death in ALF
patients.
In the present thesis, we studied alterations in the expression of central nervous
system (CNS) proteins occurring as a result of ALF in rats. The pathophysiological
consequences of these changes of expression on cerebral ftmction were also investigated,
and in particular, their implications in the mechanisms responsible for brain edema.
Previous studies reported decreased expression of the glial-fibrillary acidic protein
(GFAP) in chronic HE. The role of GFAP in ALE however, is unknown. In article No. 1,
we report a graduai decrease of GFAP expression foilowing hepatic devascularization. It
has been shown that decreased levels of GFAP resuits in increased astrocytic swelling
following an osmotic stress, possibly because of altered visco-elastic properties of the
astrocytes. In this respect, we observed that the progressive loss of expression of GFAP
was positively correlated with brain water content, a measure of cerebral edema.
In article No. 2, we report that the expression of the peripheral-type benzodiazepine
receptor (PTBR) increases as a resuit of ALF in rats. PTBR up-regulation resuits in
increased PTBR binding site densities in the frontal cortex, together with elevated levels of
brain pregnenolone, the precursor of ail neurosteroids synthesized in the brain. Increasing
Vevidence suggests that these neurosteroids are implicated in HE and brain edema occurring
as a result of liver failure.
In article No. 3, we dernonstrate that ALF resuits in increased expression of
GLUTI, a facilitative glucose transporter expressed by astrocytes and capillary endotheliai
ceils, where it mediated glucose transport across the blood-brain banier. GLUT1 up
regulation is accompanied by an elevafion of glucose uptake by the brain, adding to the
growing body of evidence suggesting that ALF causes alterations of brain energy
metabolism. Ammonia may be irnplicated since exposure of cultured astrocytes to ammonia
results in increased GLUT1 expression and glucose utilization.
In order to efficiently study the consequences ofthese alterations ofgene expression
in ALF in vivo, the use of genetically manipulated animais (transgenics, knockouts) would
be extremely valuable. $uch studies have so far been lirnited by the lack of an appropriate
model of ALF in mice. In article No. 4, we therefore undertook the neurological
characterization of a mouse modei of ALF caused by the hepatotoxic drug azoxymethane.
In conclusion, this thesis consists of a study of the alterations of gene expression in
the CNS occuning as a resuit of ALF. Most of these changes selectively affect the
astrocytes and may contribute to the swelling of this celÏ type observed in ALF. A better
understanding of causes and consequences of theses changes in gene expression in ALF is
necessary for a better understanding of the rnechanisrns responsible for brain edema in
ALF.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION
21. L’encéphalopathie hépatique
L’ encéphalopathie hépatique (EH) est un syndrome neuropsychiatrique sérieux
survenant suite à une insuffisance hépatique. Bien que nos connaissances actuelles sur l’EH
suggèrent qu’il s’agit d’un désordre multifactoriel ne pouvant être expliqué par une cause
unique, il est généralement admis que l’accumulation de substances normalement éliminées
par le système hépato-biliaire qui ont un effet toxique au niveau du système nerveux central
($NC) (par exemple, l’ammoniaque et le manganèse) contribue de façon importante au
développement des complications neurologiques associées à l’insuffisance hépatique. L’EH
se présente sous deux principales fonnes se distinguant par la sévérité et la progression de
la maladie hépatique, soient l’encéphalopathie porto-systémique (EP$) et l’EH associée à
l’insuffisance hépatique aigu (IHA).
1.1 L ‘encéphalopathie porto-systémique
L’EPS survient le plus souvent suite à une cirrhose du foie lors de laquelle
l’hypertension portale peut entraîner la formation spontanée de vaisseaux sanguins
collatéraux entre la circulation portale et la circulation systémique. D’autre part, l’insertion
chirurgicale d’un TIPS (« Transjugular Intrahepatic Portosystemic Shunt ») visant à réduire
l’hypertension portale en créant une dérivation porto-systémique de la circulation sanguine
peut également mener au développement de l’EPS. Dans les deux cas, la présence d’un
shunt porto-systémique a pour effet de réduire la quantité de sang atteignant le foie en
provenance de la veine porte et cause ainsi une accumulation de toxines dans la circulation
sanguine.
Les symptômes neurologiques associés à l’EPS se manifestent de façon graduelle et,
dépendant de leur sévérité, on classe traditionnellement l’encéphalopathie sur une échelle
3de quatre grades. Aux stades précoce de l’encéphalopathie, on observe entre autres une
légère confusion, de l’irritabilité et des anomalies du cycle du sommeil (grade 1)
progressant vers un état caractérisé par l’apathie, la somnolence et la désorientation (grade
2). Aux stades plus avancés, il y a présence de confusion, de délire et de stupeur (grade 3)
pouvant évoluer vers un état de coma (grade 4) (Adams et foley, 2004). L’EPS peut
également être accompagnée de troubles du mouvement caractéristiques d’une atteinte
extrapyramidale tels la bradikynésie, les tremblements et la rigidité (Spahr et al., 1996). Il
est intéressant de noter qu’avec la mise au point de nouvelles techniques plus sensibles
d’imagerie par résonance magnétique, un nombre grandissant d’études rapportent la
présence d’un oedème cérébral léger dans les stades précoces de l’EPS. En effet, ces études
démontrent que des patients cirrhotiques atteints d’EPS subclinique, c’est-à-dire ne
démontrant que des anomalies très subtiles des fonctions cognitives et motrices, présentent
un oedème cérébral léger (« low grade ») en corrélation positive avec les nivaux cérébraux
de glutarnine et de glutamate (Rovira et al., 2001; Cordoba et aÏ., 2001). Comme nous le
verrons plus tard, cela n’est pas sans rappeler l’oedème cérébral potentiellement fatal
associé à l’IRA et reflète possiblement l’existence de mécanismes communs affectant le
cerveau dans les deux formes de dysfonction hépatique.
1.2 L ‘encéphalopathie hépatique associée à l’ii,siffisance hépatique aigu
L’IRA est définie cliniquement comme la détérioration rapide des fonctions
hépatiques, résultant en l’apparition de symptômes de l’encéphalopathie dans les huit
semaines suivant les premiers signes de jaunisse chez un patient n’ayant pas d’antécédents
de maladies du foie (Trey et Davidson, 1970). Différentes étiologies peuvent être à
l’origine de l’IRA (Figure 1.1). Dans la plupart des pays occidentaux (Europe et Amérique
4du Nord) la grande majorité des cas d’IHA est due à la toxicité hépatique liée à la prise de
médicaments. En particulier, l’intoxication causée par l’acétaminophène (qu’elle soit
accidentelle ou associée à des intentions suicidaires) est la cause la plus fréquente d’IHA;
on lui attribue jusqu’à 70 % des cas en Angleterre (Bernai, 2003). D’autres atteintes
hépatiques dont l’hépatite A, l’hépatite B, l’hépatite auto-immune ou encore l’intoxication
causée par l’ingestion de champignons toxiques (par exemple l’amanite phalloïde) peuvent
également être à l’origine de 1’IHA, mais ne sont responsables que d’un faible pourcentage
des cas (Lee, 2003).
Acétaminophène
Autres médicaments
II Hépatite A
Hépatite B
• Hépatite auto-immune
Cause indéterminé
• Autres causes
Figure 1.1 Étiologie de l’insuffisance hépatique aigue aux États-Unis
entre 1998 et 2001 (données adaptées de (Ostapowicz et al., 2002)).
L’LHA est une condition très sérieuse pouvant progresser rapidement. Dans
l’impossibilité de procéder à une transplantation hépatique, le taux de mortalité se situe
entre 40 % et $0 % (Gill et Sterling, 2001). Ceci est en grande partie dû aux nombreuses
complications associées à 1’IHA parmi lesquelles on retrouve l’instabilité hémodynamique,
l’hypoglycémie, la coagulopathie, l’insuffisance rénale, la susceptibilité accrue aux
infections et la défaillance multi-organique. Au niveau du SNC les complications associées
à l’IHA sont l’encéphalopathie hépatique et l’oedème cérébral. Contrairement à l’EPS,
l’encéphalopathie hépatique associée à l’IHA évolue rapidement, se manifestant d’abord
5par de légers changements de l’état mental qui progressent vers un état de stupeur et enfin
de coma dans un délai de quelques jours seulement. D’autre part, l’oedème cérébral est
certainement l’une des complications les plus sérieuses de l’IHA puisqu’il peut se traduire
par une augmentation de la pression intracrânienne qui, si elle suffisamment importante,
peut causer une herniation cérébrale, une importante cause de mortalité lors de l’IHA.
1.3 L ‘instfflsance Itépatiqtte : iiettropathologie
D’un point de vue neuropathologique, l’insuffisance hépatique, tant dans sa forme
chronique qu’aigu, est caractérisée par des anomalies astrocytaires plutôt que neuronales.
Avant d’aborder les anomalies astrocytaires propres à l’insuffisance hépatique, la section
suivante décrit brièvement quelques unes des fonctions normalement remplies par les
astrocytes dans le SNC.
1.3.1 Propriétés etfoitctions iiormates des astrocytes
1.3.1.1 CÏassfication et morphologie
Les astrocytes composent environ 40 ¾ du nombre total de cellules du SNC et
jouent un rôle de première importance dans le développement et la fonction du SNC (Wolff
et al., 2004). Ils sont traditionnellement classés en deux principaux types, fibrillaire et
protoplasmiques, bien que cette classification soit parfois considérée comme artificielle
(Raine, 1999). Les astrocytes protoplasmiques sont localisés dans la matière grise et
possèdent de nombreux prolongements cytoplasrniques très ramifiés, alors que les
astrocytes fibrillaire, présents dans la matière blanche, possèdent de longs prolongements
formant peu de branches (Levison et Goldrnan, 1993).
Les prolongements astrocytaires occupent une grande partie de l’espace du SNC et
enveloppent les éléments synaptiques ainsi que les corps cellulaires des neurones. D’autre
6part, les astrocytes envoient également des prolongements cytoplasmiques appelés pieds
périvasculaires qui recouvrent la presque totalité des capillaires sanguins et occupent par le
fait même une position centrale entre l’apport nutritif sanguin et les neurones. Des
prolongements astrocytaires recouvrent également la membrane basale apposée contre la
pie-mère, couche méningée interne, formant une couche appelée la glie limitante (Burkitt et
aÏ., 1993).
1.3.1.2 Marqueurs
De nombreux marqueurs spécifiques aux astrocytes sont utilisés afin de faciliter
l’identification de ce type cellulaire. Parmi ces marqueurs, on trouve la protéine glio
fibrillaire acide (GFAP), la protéine Si 00f3, les enzymes glutamine synthétase (0$) et
glutathion S-transférase Yb (Levison et Goidman, 1993), ainsi que les transporteurs du
glutamate EAAT1 et EAAT2 (Danbolt, 2001).
Le marqueur astrocytaire le pius utilisé est sans doute la GFAP, dont la régulation à
la hausse est caractéristique de la gliose réactionnelle. La GFAP (50 kDa) est une protéine
du cytosquelette appartenant aux filaments intermédiaires de type III. Chaque sous-unité de
GFAP est composée d’une hélice a flanquée de chaque côté par des domaines C-terminal
et N-terminal non-hélicoïdaux possédant six sites de phosphorytation (Rodnight et al.,
1997). L’assemblage des monomères solubles de la GFAP en filaments dont le diamètre est
d’environ 10 nui constitue un processus extrêmement dynamique, fortement influencé par
le niveau de phosphorylation des sous-unités de GFAP (Rodnight et al., 1997). La GFAP
joue un rôle important, entre autres, dans le maintien de la structure astrocytaire. dans la
résistance du SNC aux stress mécaniques (Nawashiro et al., 199$), dans la régulation du
volume astrocytaire (Ding et al.. 1998) et dans l’établissement de la dépression à long terme
7dans le cervelet ($hibuki et al., 1996). L’importance de la GFAP dans la fonction normale
du SNC est illustrée par le fait que des mutations du gène de la GFAP sont à l’origine de la
maladie d’Alexander, un désordre neurodégénératif fatal où l’on observe des agrégats
protéiques cytoplasmiques riches en GFAP appelés fibres de Rosenthal (Johnson et
Brenner, 2003).
1.3.1.3 fonctions des astrocytes
D’abord considérées comme de simples cellules de soutien, il est maintenant devenu
évident que les astrocytes sont impliqués dans plusieurs fonctions importantes du SNC.
Avant d’aborder plus en détail quelques-unes de ces fonctions, mentionnons d’abord que
les astrocytes participent au guidage des cellules neuronales en migration, dans la gliose
réactionnelle et la défense immunitaire du $NC (en association avec la microglie)
(Aschner, 1998), dans la protection contre le stress oxydatif via la production de glutathion
(Dringen et al., 2000), dans la stéroïdogénèse (Papadopoulos et al., 1998), dans
l’osmorégulation (Walz, 1989) et dans la détoxification de l’ammoniaque cérébral
(Butterworth, 2002).
i) Rôle de soutien de la neurotransmission
Les astrocytes sont impliqués dans plusieurs étapes de la neurotransmission. D’une
part, ils participent à la recapture des neurotransmetteurs suite à leur relâche à la synapse,
un mécanisme important pour la terminaison de la transmission synaptique. Les astrocytes
possèdent en effet deux transporteurs du glutamate, EAAT1 et EAAT2, qui sont les
principaux responsables de la recapture synaptique de ce dernier (Danbolt, 2001), une
fonction primordiale afin d’éviter l’excitotoxicité causée par le glutamate ($attler et
Tymianski, 2001). Le transporteur neuronal du glutamate, EAAT3 est situé à l’extérieur de
$la synapse et joue quant à lui un rôle marginal dans la recapture du glutamate (Danbolt,
2001). D’autre part, en collaboration avec les neurones, les astrocytes participent également
à la recapture du GABA, le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC, grâce aux
transporteurs GAT 1, GAT 2 et GAT 4 (Schousboe et Waagepetersen H.S., 2004).
Les astrocytes jouent également un rôle important dans la synthèse des
neurotransmetteurs en fournissant atix neurones les précurseurs qui leur sont nécessaires.
Par exemple, une fois dans l’astrocyte, le glutamate est converti en glutamine par l’action
de la G$. La glutamine est ensuite transportée dans les neurones où la glutaminase la
reconvertit en glutamate (Hertz et al., 1999a). Ce mécanisme, appelé cycle glutamate -
glutamine, est primordial à la régénération des stocks de glutamate disponibles pour la
neurotransmission et dépend en grande partie des astrocytes puisqu’ils sont responsables de
la recapture du glutamate et sont les seuls à exprimer la GS (Hertz et al., 1999b).
D’autre part, lors de la propagation d’un influx nerveux, les neurones relâchent
d’importantes quantités de K dans un milieu extracellulaire restreint ce qui, en l’absence
d’un mécanisme compensatoire, pounait affecter le potentiel membranaire et rendre les
neurones hyperexcitables (Walz, 2004). Les astrocytes accomplissent cependant
un tamponnage spatial du K. c’est-à-dire qu’ils accumulent le K dans les régions de haute
activité et qu’ils permettent sa diffusion à travers le syncitium astrocytaire vers des régions
de concentration moindre où le K est relâché (WaÏz, 2004), permettant de conserver des
concentrations extracellulaires de K relativement constantes.
ii) Rôle de support du métabolisme énergétique cérébral
Les astrocytes participent de plusieurs façons au métabolisme énergétique cérébral.
Tout d’abord, les nombreux granules de glycogène qu’ils contiennent constituent la plus
9importante réserve d’énergie du SNC (Magistretti et al., 1993). Ce glycogène est une
réserve dynamique dont le métabolisme est régulé par certains neurotransmetteurs dont la
noradrénaline et la sérotonine, permettant ainsi d’appuyer la demande énergétique
nécessaire à l’activité neuronale (Magistretti et al., 1993).
D’autre part, les dernières aimées ont vu émerger une nouvelle théorie selon laquelle
les astrocytes jouent un rôle central dans le couplage de l’activité neuronale avec
l’utilisation du glucose. Selon cette théorie, le transport du glutamate dans les astrocytes
active la glycolyse, déclenchant une hausse de l’utilisation du glucose et une production
accrue de lactate (Voutsinos-Porche et al., 2003). L’ajout de ouabaïne inhibe complètement
cet effet (Pellerin et Magistretti. 1997). suggérant que cette utilisation astrocyrtaire du
glucose est secondaire à l’activation de la Na/K ATPase. dont la sous-unité 2 est par
ailleurs distribuée similairement aux transporteurs du glutamate EAAT1 et 2 sur les
astrocytes péri-synaptiques (Cholet et al.. 2002). Selon cette théorie, le lactate serait ensuite
transporté vers les neurones où il pourrait fournir jusqu’à 17 molécules d’ATP suite à sa
conversion en pyruvate par l’enzyme LDH 1 et son entrée dans le cycle de Krebs
(Magistretti et Pellerin, 1999).
En troisième lieu, d’autres études laissent penser que les astrocytes jouent aussi un
rôle dans le couplage spatial et temporel du flot sanguin cérébral avec l’activité neuronale.
En effet, une étude par Zonta et collègues (2003) effectuée dans des tranches de cortex de
rat démontre que le glutamate relâché lors de l’activité neuronale cause une augmentation
de la concentration cytoplasmique astrocytaire de Ca2 ({Ca2j1) suite à une activation des
récepteurs métabotropiques du glutamate. L’augmentation de la [Ca2] stimule le
métabolisme de l’acide arachidonique, provoquant ensuite la sécrétion de substances
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vasodilatatrices, possiblement des prostaglandines (Zonta et al., 2003) ou l’acide
époxyeicosatrienoïque (Harder et aL., 1998), par les pieds périvasculaires astrocytaires,
augmentant le flot sanguin cérébral. La mise en évidence d’un tel mécanisme astrocytaire
n’exclue cependant pas l’implication des neurones dans la relâche d’autres substances
vasoactives tels l’oxyde nitrique, le K ou le lactate, qui peuvent également contribuer à
coupler l’activité neuronale et le flot sanguin cérébral.
iii) rôle dans l’induction et le maintien de la barrière hémato-encéphalique
De nombreuses études in vitro suggèrent un rôle des astrocytes dans l’induction et
le maintien des propriétés de la barrière hérnato-encéphalique (BHE). En effet, lorsque des
cellules endothéliales sont mises en culture en présence d’astrocytes ou de milieu de culture
conditionné par des astrocytes. on observe une augmentation de la formation de jonctions
étanches (« tight junctions ») (Artbur et al., 1987; Tao-Cheng et al., 1987), une
augmentation de l’expression de plusieurs transporteurs spécifiques de la BHE (Bauer et
Bauer, 2000), et une hausse de la résistance électrique transendothéliale (Rubin et al.,
1991). La confirmation de l’existence de tels mécanismes in vivo s’est toutefois révélée très
difficile à réaliser et fait toujours l’objet d’un débat (Bauer et Bauer, 2000).
1.3.2 Chaiigements neuropath ologiques associés à / ‘encéphalopathie porto-systérniqtte
Lors de l’EPS, certains astrocytes. particulièrement au niveau du cortex cérébral et
des ganglions de la base, subissent un ensemble de changements morphologiques que l’on
nomme astrocytose Alzheimer de type II (Butterworth, 1998). Ces changements furent
décrits pour la première fois par Von Hosselin et Alzheirner (1912) et sont caractérisés par
un élargissement et une pâleur du noyau, la présence d’un nucléole bien visible, et une
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marginalisation de la chromatine (Figure 1.2A) (Butterworth, 199$). Ces astrocytes sont
fréquemment observés en paires et incorporent de façon importante la thymidine tritiée,
suggérant une activité mitotique élevée chez ces cellules (Brumback et Lapham, 1989). Les
astrocytes Alzheimer de type II subissent également des changements moléculaires
caractérisés par une perte d’expression de la GFAP, une protéine du cytosquelette
astrocytaire qui, comme nous l’avons mentionné précédemment, est couramment utilisée
comme marqueur spécifique pour ce type cellulaire (Sobel et aI., 1981). De plus,
l’astrocytose Alzheimer de type II semble être impliquée dans l’induction d’un récepteur
impliqué dans la synthèse des neurostéroïdes, le récepteur des benzodiazépines de type
périphérique (PTBR), dans le cerveau de patients souffrant d’encéphalopathie hépatique
chronique. puisqu’on observe une augmentation de l’expression de PTBR en fonction de la
présence d’astrocytes Alzheimer de type II confirmée par un examen histopathologique
post-mortem (Bélanger et al., 2003). Les causes exactes de l’astrocytose Alzheimer de type
II ne sont pas connues, mais il semble que l’ammoniaque et/ou le manganèse, deux toxines
qui s’accumulent dans le sang en raison de la dysfonction hépatique, soient impliquées. En
effet, une astrocytose Alzheimer de type II est présente dans d’autres situations
caractérisées par une hyperammoniérnie (par exemple, les désordres congénitaux du cycle
de l’urée (Dolman et al., 198$). l’anastomose porto-cave (Diemer et Tonnesen. 1977) et les
cultures d’astrocytes exposées à l’ammoniaque Norenberg, 1981)) ou encore suite à une
intoxication au manganèse (Normandin et Hazell, 2002).
Bien qu’une atteinte neuronale ne soit généralement pas associée à l’EH, dans de
rares cas particulièrement sévères, l’EI-l chronique peut entraîner une pathologie appelée
dégénérescence hépatocérébrale acquise non-wilsonienne. Celle-ci est caractérisée par une
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dégénération des neurones des ganglions de la base et du cervelet donnant au cerveau un
aspect spongiforme (Lee et al., 199$; Felipo et Butterworth, 2002).
Figure 1.2 Changements neuropathologiques astrocytaires caractéristiques
associés à l’insuffisance hépatique
A) Astrocytose Alzheimer de type II dans le cortex préfrontal d’un patient
cirrhotique décédé en coma hépatique. N: noyaux normaux, Aiz: astrocytes
alzheimer de type II
B) OEdème cytotoxique d’un astrocyte péri-vasculaire d’une patiente décédée
suite à une insuffisance hépatique aigu causée par une intoxication à
l’acétaminophène. A : Astrocyte, M : Mitochondries (Kato et al., 1992).
1.3.3 Changements neuropathotogiques associés à t ‘encéphalopathie hépatique aigtt
Comme nous l’avons mentionné plus tôt, l’oedème cérébral peut entraîner une
augmentation de la pression intracrânienne et causer une hemiation cérébrale, une
importante cause de décès dû à l’IHA. L’examen post-mortem par microscopie électronique
du cerveau de patients décédés suite à une IRA démontre un oedème cérébral cytotoxique
localisé au niveau des astrocytes (Kato et al., 1992). Les astrocytes périvasculaires
présentent en effet un aspect très gonflé, accompagné d’une dilatation du réticulum
endoplasmique et d’un gonflement des mitochondries (Kato et aÏ., 1992). Comme nous le
venons en détail plus loin, l’ensemble de nos connaissances actuelles indiquent que
l’oedème cytotoxique astrocytaire ne peut être expliqué par un mécanisme unique et semble
plutôt être le résultant d’un ensemble de facteurs agissant de concert.
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Puisque les doirnées expérimentales faisant l’objet de cette thèse portent sur la
forme aiguê de l’insuffisance hépatique. les prochaines sections mettront l’accent sur celle-
ci plutôt que sur l’EPS.
2. Modèles animaux d’insuffisance hépatique aïgu
Différentes approches peuvent être adoptées dans le but de produire un modèle
expérimental d’IRA. Les deux principa]es catégories de modèles animaux d’IRA sont les
modèles chirurgicaux et les modèles de toxicité hépatique. Six critères définissant le
modèle idéal d’IHA ont été proposés par Terblanche et Hickman (1991) et constituent
toujours la norme pour l’évaluation des modèles d’il-TA. Ces critères sont résumés dans le
Tableau 1.1.
Tableau 1.1 Caractéristiques d’un nwdèlc idéal d’insuffisance hépatique aigue
Critère Explication
Réversibilité L’ insuffisance hépatique devrait être potentiellement réversible
afin d’être en mesure d’évaluer l’efficacité de nouveaux
traitements sur la survie
Reproductibilité Sans traitement. l’lI-IA devrait causer la mort chez presque tous
les animaux
Mort causée par La mort devrait survenir suite à un corna hépatique dans un
1’IHA délai semblable à celui observé en clinique
Fenêtre La mort devrait survenir dans un délai suffisamment long pour
thérapeutique permettre l’administration et l’évaluation d’un traitement
Grande espèce De grands animaux permettent de nombreux prélèvements et
animale sont mieux adaptés pour le test de traitements applicables à
I ‘homme
Danger minimal La méthode utilisée devrait comporter un minimum de risque
pour le personnel pour le personnel de laboratoire
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2.1 Modèles chirurgicattx cl ‘H-lA
2.1.1 Hépatectomie complète
Des modèles animaux d’IHA faisant appel à l’ablation chirurgicale complète du foie
ont été développés chez plusieurs espèces dont le rat (Rozga et al., 1992; Olafsson et al.,
1995; Azoulay et al., 1997). le lapin (Nyberg et al., 1996), le chien (Starzl et al., 1959;
Daloze et al., 1990) et le cochon (Hickman et al., 1974; f ilipponi et al., 1999; fruhauf et
al., 2004). Dans leur ensemble, ces modèles ont de nombreux désavantages. Tout d’abord,
la progression des symptômes présente peu de points communs avec la situation observée
chez des patients ayant une IRA. En effet, les anomalies biochimiques et neurologiques
associées à l’IRA n’ai-rivent que 2 à 4 heures avant la mort et la durée du coma est très
courte (Newsome et al., 2000). De plus, ces modèles ne respectent pas le critère de
réversibilité, ce qui limite leur utilisation pour l’évaluation de nouvelles avenues
thérapeutiques pour le traitement de l’IRA. Un autre désavantage important des modèles
d’hépatectomie complète est l’absence du foie nécrotique in situ qui peut contribuer aux
symptômes de l’IRA en relâchant des substances toxiques ou des cytokines pro-
inflammatoires (Ringe et al.. 1993; Rozga et al., 1993; Jalan et al., 2002b).
2.1.2 Hépatectomie partielle
Différents modèles d’ablation partielle du foie (entre 70 et 95 ¾ de la masse
hépatique) on été décrits chez le rat (Gaub et Iversen, 1984; Roger et al., 1996; Panis et al.,
1997). Chez cette espèce, lorsque la glycémie est contrôlée, l’ablation de 70 à 90% du foie
est suivie d’une intense régénération hépatique et n’entraîne pas la mort (Gaub et Iversen,
1984; Roger et al., 1996). Un modèle d’hépatectornie de 95 % de la masse hépatique
résultant en un taux de mortalité de 80 ¾ a été développé par Roger et collègues (Roger et
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al., 1996). Cependant, peu d’informations sont disponibles sur les changements
biochimiques et neurologiques associés à ce modèle. En général, les modèles
d’hépatectomie partielle se prêtent mal à l’étude de l’IRA puisqu’ils ne produisent pas
d’encéphalopathie et reproduisent mal la condition clinique observée chez l’humain. Ils
sont cependant fort utiles pour l’étude de la régénération hépatique.
2.1.3 Dévascutarisation hépatiqtte complète
La dévascularisation hépatique complète peut être obtenue par la construction
chirurgicale d’une anastomose porto-cave suivie, 24 heures plus tard, par la ligature de
l’artère hépatique. Cette approche a été utilisée afin d’obtenir des modèles d’IRA dans
plusieurs espèces dont le rat (Olafsson et al.. 1995: Rose et al., 2000), le chien (Rozga et al.,
1993) et le cochon (Hanid et al.. 1979). Chez le rat. la dévascularisation hépatique produit
une encéphalopathie progressive résultant, $ à 10 heures après la dévascularisation, en un
état appelé le précorna (caractérisé par la perte du réflexe de redressement), suivi en
moyenne 12 à 15 heures après la dévascularisation, du coma hépatique (caractérisé par la
perte du réflexe cornéen en pltis de la perte du réflexe de redressement) (Rose et al., 2000).
De plus, les animaux développent un oedème cérébral et subissent une augmentation de la
pression intracrânienne (Olafsson et al., 1995; Rose et al., 2000). L’hypothermie légère
retarde l’apparition de l’encéphalopathie et prévient l’oedème cérébral (Traber et al., 1989;
Rose et al., 2000). Par conséquent. la température corporelle doit être contrôlée avec soin
dans ce modèle. La présence d’oedème cérébral et d’une encéphalopathie dont les stades
sont facilement identifiables par un examen sommaire des animaux font de de modèle un
outil adéquat pour l’étude de l’IRA et de ses complications neurologiques. Cependant, ce
modèle souffre de deux désavantages principaux. D’adord, le foie étant isolé de la
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circulation sanguine, ce modèle fait abstraction des cytokines pro-inflammatoires libérées
par le foie nécrotique, alors que ces cytokines contribuent potentiellement aux
complications systémiques et neurologiques de l’IRA. D’autre part, il s’agit d’un modèle
irréversible, ce qui rend l’évaluation de nouvelles thérapies difficile puisque leur effet sur la
survie ne peut être déterminé. Malgré cela, il est possible, dans une certaine mesure,
d’évaluer l’effet de certains traitements dans ce modèle, par exemple lorsque ceux-ci
retardent l’apparition de l’oedème et de l’encéphalopathie. C’est en effet le cas de
l’hypothermie légère (dont nous discuterons en détails à la section 5.7) dont les effets
neuroprotecteurs lors de l’IHA ont étés étudiés en détail dans le modèle de
dévascularisation hépatique chez le rat. L’hypothermie est maintenant utilisée dans
certaines unités cliniques afin de prolonger la vie de patients en atteinte d’une
transplantation hépatique.
Malgré ces désavantages, ce modèle reste très avantageux pour l’étude des
complications neurologiques de l’IRA chez le rat. Puisque la dévascularisation hépatique
est un modèle reproductible et bien caractérisé, cette technique a été utilisée dans cette
thèse pour induire l’IHA dans les études menées chez le rat.
2.1.4 Dévasciitarisation transitoire
Afin de pallier au manque de réversibilité des modèles de dévascularisation
hépatique complète, des modèles de dévascularisation transitoire ont été développés chez le
cochon (De Groot et al., 1987; Benoist et al., 2000; Fourneau et al., 2000). La
dévascularisation transitoire est obtenue par la construction d’une anastomose porto-cave
suivie, deux à trois jours plus tard, par l’occlusion temporaire de l’artère hépatique et du
canal cholédoque. Cette procédure est associée à une mortalité élevée survenant à la suite
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d’une période de corna hépatique et les analyses biochimiques confirment la présence
d’IHA. Ces modèles ont l’avantage d’être potentiellement réversibles et de maintenir le foie
malade in situ et sont par conséquent particulièrement intéressants pour l’étude de l’IHA.
2.2 Modèles Itépatotoxiqties d’IHA
Plusieurs toxines hépatiques ont été utilisées dans le but d’obtenir des modèles
animaux d’IRA, les plus fréquentes étant l’acétarninophène, la galactosamine et la
thioacétamide. En général, ces modèles comportent de nombreux problèmes de
reproductibilité dus à des variations du métabolisme hépatique d’un animal à l’autre. De
plus, les toxines utilisées ont souvent des effets toxiques sur d’autres organes que le foie, ce
qui peut introduire des variables indésirables pour un modèle d’INA.
2.2.1 Acétaininophène
Comme nous l’avons mentionné plus tôt, le surdosage d’acétaminophène est la
cause la plus fréquente d’IRA dans les pays occidentaux. Pour cette raison, plusieurs
laboratoires ont tenté de développer des modèles expérimentaux d’IHA causés par
l’acétaminophène, avec plus ou moins de succès en raison d’une faible reproductibilité du
dommage hépatique causé par l’acétaminophène. L’acétaminophène est normalement
métabolisé dans le foie par des mécanismes de glucuronidation et de sulfatation.
Cependant, lors d’une surdose, ces voies métaboliques sont saturées et l’acétaminophène
est converti par le cytochrome P450 en un métabolite toxique, le N-acétyl-p
benzoquinoneimine (NAPQI). Celui-ci peut être détoxifié par le glutathion, mais lorsque
les niveaux de glutathion sont épuisés, le NAPQI peut réagir avec les groupements
sulfydryls des protéines et causer la nécrose centrilobulaire (Rahman et Hodgson, 2000).
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Afin d’améliorer la reproductibilité de ces modèles, l’administration
d’acétaminophène est parfois combinée à diverses stratégies visant l’induction du
cytochrome P450 (Rahman et al., 2002) et/ou à la déplétion du glutathion (Kelly et al.,
1992; Rahman et al., 2002). La méthémoglobinémie et l’oedème pulmonaire sont des
problèmes fréquents associés aux modèles d’IHA causée par l’acétaminophène. Ces
complications peuvent cependant être contrôlées par un suivi strict des niveaux sanguins
d’acétaminophène combiné à l’administration de doses multiples d’acétaminophène (Kelly
et al., 1992), ce qui complique beaucoup l’application de ce modèle. De plus,
l’acétaminophène peut causer l’anémie et a un effet toxique sur les reins et le coeur
(Francavilla et al., 1989; Rahman et Hodgson, 2000).
2.2.2 Gatuctosamine
La galactosamine est un sucre aminé dont le métabolisme hépatique entraîne une
déplétion des groupements uridine, qui affecte le métabolisme des acides ribonucléiques
des hépatocytes et cause une nécrose hépatique diffuse. Cette toxine est fréquemment
utilisée pour induire l’IHA chez le lapin et le chien (Blitzer et al., 197$; Sielaff et al., 1995;
Patzer et al., 2002). Chez le rat, son utilisation est controversée, car l’absence de
symptômes d’encéphalopathie a été rapportée par certains groupes (Mullen et al., 198$).
2.2.3 Thioacétarnide
L’administration intrapéritonéale ou par gavage de thioacétamide cause la nécrose
centrilobulaire et a été utilisée afin d’obtenir des modèles d’IRA chez plusieurs espèces,
dont le rat (Zimmerman, 1986) et la souris (Caballero et al., 2001). Ces modèles ne sont
cependant pas idéaux pour l’étude des complications cérébrales de l’IHA, car la
thioacétamide et ses métabolites sont détectés dans le cerveau suite à leur administration
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chez le rat (Peeling et al., 1993) et une perte neuronale s’aggravant avec la progression de
l’encéphalopathie a été observée chez ces animaux, ce qui n’est généralement pas une
caractéristique propre à l’IRA (Peeling et al., 1993). Il n’est donc pas exclu que la
thioacétamide ait un effet neurotoxique indésiré. Les études portant sur le SNC dans ce
modèle d’IRA doivent donc être interprétées avec précaution.
2.3 Modètes btfectieux d’IHA
L’hépatite virale demeure une cause très importante d’IRA dans certaines régions
du monde, dont l’Inde et l’Asie (Cheng et al., 2003). Malheureusement, les efforts visant à
développer un modèle viral d’IRA se sont généralement avérés infructueux. Par exemple,
dans une étude menée dans les années 1970. il a été rapporté que le virus hépatique A-59
spécifique aux souris cause la nécrose hépatique et la mort de $0% des animaux 4$ heures
après son administration. Aucun signe d’encéphalopathie n’a cependant été rapporté chez
les souris infectées (Farivar et al.. 1976). Plus récemment, un modèle infectieux d’IRA
causé par le virus de la maladie hémorragique du lapin (VMHL) a été décrit (Tunon et al.,
2003). Ce virus cause une importante nécrose hépatique et la mort chez la majorité des
animaux infectés. De plus, les animaux développent une encéphalopathie et un oedème
cérébral suffisamment importants pour causer l’augmentation de la pression intracrânienne.
Ces symptômes ne peuvent être attribués à l’entrée du virus dans le SNC puisque celui-ci
n’est pas détecté dans le cerveau suite à l’infection (Prieto et al., 2000). Bien qu’il ait le
désavantage majeur de n’être applicable qu’au lapin, le modèle décrit par Tunon et
collègues présente un grand intérêt car il s’agit du premier modèle expérimental satisfaisant
d’IHA causé par un agent infectieux.
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3. Patophysio]ogie de l’oedème cérébral et de l’encéphalopathie hépatique associés à
1’IHA
3.1 L ‘anrnwniaque
L’ammoniaque joue un rôle central dans l’apparition de l’encéphalopathie
hépatique. Les travaux de Eck, en I $77. furent parmi les premiers à suggérer une
association entre le métabolisme de l’azote et l’apparition de symptômes neurologiques tels
la perte de coordination, la stupeur et le corna, observés suite à un repas riche en viande
chez des chiens ayant subi une anastomose porto-cave tEck, 1877). L’hyperammoniémie
survient dans diverses situations pathologiques telles que les désordres congénitaux du
cycle de l’urée, le syndrome de Reye et la dysfonction hépatique. Ces syndromes
hyperammoniémiques sont souvent associés à une gamme commune de symptômes
neuropsychiatriques comprenant certains déficits cognitifs, les convulsions et le coma. La
nature et la sévérité des désordres neurologiques associés à l’hyperammoniémie dépendent
entre autres du degré d’hyperarnmoniémie et de l’âge (Butterworth, 1992).
En solution aqueuse, il s’établit un équilibre entre la forme gazeuse (NI-13) et la
forme ionique (NH4j de l’ammoniaque. Sous sa forme gazeuse, l’ammoniac peut diffuser
librement à travers les membranes biologiques, alors que la forme ionique de
l’ammoniaque possède des propriétés similaires à l’ion potassium (K) et dois donc
enprunter des canaux ioniques afin de traverser la membranes plasmique. Dans les
conditions physiologiques normales de pH et de température, on estime qu’environ 9$ % de
l’ammoniaque est sous forme ionique (NI-14j
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3.1.1 Métabolisme de t ‘ammoltifique
Une grande partie de l’ammoniaque produit normalement chez un individu en santé
provient de l’activité bactérienne intestinale et de la digestion des protéines dans l’intestin
(Cooper et Plum, 1987; Cooper, 1996). On estime en effet que plusieurs grammes
d’ammoniaque par jour atteignent ainsi la circulation porte (Summerskill et Wolpert, 1970;
Cooper et Plum, 1987). En plus de l’ammoniaque provenant de l’intestin, de nombreuses
réactions métaboliques prenant part dans divers organes (muscle squelettique, rein, cerveau,
etc.) contribuent à la production d’ammoniaque. Les plus importantes sont la désamination
oxydative du glutamate catalysée par l’enzyme glutamate déshydrogénase (équation 1), la
désamination de la glutamine catalysée par la glutarninase (équation 2) et le cycle des
purines (équation 3) (Cooper et Plum, 1987).
(1) Glutamate + NAD(P)+ H20 Œ-cétoglutarate + NAD(P)H + NT-13 + H
(2) Glutamine + H2O —* Glutamate + NH3
(3) Aspartate + GTP + 1±0 —* fumarate + GDP + P + NH
Malgré la quantité importante d’ammoniaque produit chaque jour chez un individu sain, les
niveaux artériels d’ammoniaque demeurent relativement bas, 45 jiM environ (Clemmesen
et al., 2000), grâce à son élimination efficace par plusieurs organes.
A) Élimination par le foie. Une grande partie de l’ammoniaque en provenance de la
circulation portale est détoxifiée par le foie grâce à un processus compartimenté faisant
intervenir deux voies métaboliques distinctes mais complémentaires. D’une part, en
première ligne, les hépatocytes périportaux assurent 70 % du métabolisme hépatique de
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l’ammoniaque grâce à la synthèse de l’urée. Le cycle de l’urée constitue un système à faible
affinité pour l’ammoniaque, mais à grande capacité (Haussinger, 1986). D’autre part,
l’ammoniaque ayant échappé au métabolisme des hépatocytes périportaux est converti en
glutamine par l’action de l’enzyme glutamine synthétase (GS; équation 4) dans les
hépatocytes périveineux (Haussinger, 1986).
(4) Glutamate + NH3 ± ATP —> Glutamine + ADP+ P
La GS catalyse une réaction à haute affmité, mais à faible capacité et est
exclusivement localisée dans les cellules périveineuses qui ne représentent que 7 % du total
des hépatocytes (Gebhardt et Mecke, 1983; Haussinger et al., 1985). Ces deux mécanismes
mis ensemble forment un système efficace de détoxification de l’ammoniaque dans le foie.
3) Élimination par le muscle. En période d’intense activité musculaire, les muscles
squelettiques peuvent produire de l’ammoniaque. D’autre part, bien que le muscle ne
possède pas de cycle de l’urée fonctionnel, il peut, jusqu’à un certain point éliminer
l’ammoniaque grâce à l’action de la GS. Bien que l’activité musculaire de la GS soit
relativement faible, le muscle représente tout de même un site important pour le
métabolisme de l’ammoniaque en vertu de sa masse importante dans l’organisme
(Lockwood et al., 1979). L’importance relative du muscle dans le métabolisme de
l’ammoniaque augmente significativement lors de la dysfonction hépatique, alors que le
métabolisme hépatique de l’ammoniaque est compromis (Olde Damink et al., 2002).
C) Élimination par le cerveau. Chez des volontaires sains, on observe une
différence artério-veineuse positive entre les concentrations d’ammoniaque, indiquant une
certaine capacité du cerveau à métaboliser l’ammoniaque (Warter et al., 1983). Cependant,
tout comme le muscle, le cerveau est dépourvu d’un cycle de l’urée complet.
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L’ammoniaque cérébral est donc presque exclusivement converti en glutamine grâce à
l’action de la GS. Ainsi, suite à l’administration d’un bolus d’ammoniaque marqué
([‘3NJamrnoniaque) dans l’artère carotide chez le rat, celui-ci est presque exclusivement
incorporé à la glutarnine par une réaction très rapide de la GS (t’,’. 3s) (Cooper et al.,
1979). La GS étant presque uniquement exprimée par les astrocytes (Norenberg et
Martinez-Hernandez, 1979), on peut conclure que ceux-ci sont en grande partie
responsables du métabolisme cérébral de l’ammoniaque. Cependant, la capacité du cerveau
à métaboliser l’ammoniaque est plutôt limitée car on estime que dans les conditions
physiologiques normales, la GS fonctionne presque à capacité maximale (Cooper et Plum,
1987). Ainsi, lors de l’hyperammoniémie. contrairement à ce qu’on observe dans le muscle,
l’activité et l’expression de la GS ne sont pas augmentées, ce qui cause une élévation
importante des niveaux cérébraux d’ammoniaque (Desjardins et al., 1999b; Felipo et
Butterworth, 2002).
3.1.2 L ‘ammoniaque dans t’IHA
Chez les patients atteints d’IRA les niveaux plasmatiques d’ammoniaque s’élèvent
rapidement et peuvent atteindre entre 0.3 et 0,5 mlvi (Clemmesen et al., 1999) en raison de
la capacité réduite du foie à détoxifier cette toxine. Dans les modèles animaux d’IRA, les
niveaux plasmatiques d’ammoniaque sont également très élevés, entre 0,5 et 1 mM (Mans
et al., 1994; Rose et al., 2000). Lors de l’IRA, les niveaux d’ammoniaque cérébraux
peuvent être jusqu’à 8 fois plus élevés que les niveaux plasmatique, alors que le ratio
normal t[NH3cerveau] / ENH3pIasma]) se situe entre 1 et 2 (Cooper et Plurn, 1987). Ainsi, la
concentration cérébrale d’ammoniaque peut atteindre entre 1 et 5 mM dans les divers
modèles animaux (Felipo et Butterworth, 2002). Une étude récente démontre une
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augmentation de la capture de l’ammoniaque sanguin par le cerveau chez des patients
atteints d’IHA (Jalan et al.. 1999). un mécanisme vraisemblablement impliqué dans l’écart
important entre les niveaux plasmatiques et cérébraux d’ammoniaque lors de l’IHA.
De nombreuses études démontrent que ïhyperammoniémie survenant lors de I’IHA
est à l’origine d’un gonflement pathologique des astrocytes causant l’oedème cérébral. En
effet, mis à part l’IHA, l’oedème cérébral peut survenir dans divers désordres caractérisés
par des niveaux plasmatiques élevés d’ammoniaque parmi lesquels on compte le syndrome
de Reye et les désordres congénitaux du cycle de l’urée. Le rôle de l’ammoniaque lors de
l’IHA est illustré par le fait que la probabilité de développer une herniation du tronc
cérébral, une conséquence fatale de l’oedème cérébral non contrôlé, est plus importante
chez les patients dont les niveaux artériels d’ammoniaque sont élevés ( 150 iM)
(Clemmesen et al., 1999). D’autre part, l’administration d’ammoniaque chez de jeunes
primates cause un gonflement astrocytaire suffisamment important pour induire une
augmentation de la pression intracrânienne (Voorhies et al., 1983) et l’infttsion
d’ammoniaque chez le chien (Fuj iwara et al., 1985) et le rat (Takahashi et al., 1991) résulte
également en un oedème cérébral. Chez le rat ayant subi une anastomose porto-cave,
I ‘administration d’ ammoniaque précipite l’apparition de l’oedème cérébral et
l’augmentation de la pression intracrânienne (Blei et al., 1994). Enfin, l’exposition de
cultures primaires d’astrocytes à des niveaux patophysiologiques d’ammoniaque cause
également un gonflement de ces cellules ÇNorenberg et al., 1991). Selon une hypothèse
répandue, l’oedème cérébral causé par l’ammoniaque est dû à l’accumulation de glutamine
produite lors de la détoxification de l’ammoniaque par la GS. En effet, la glutamine étant
un osmolyte organique, son accumulation dans les astrocytes serait à l’origine du
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gonflement astrocytaire caractéristique observé lors de l’IHA (Brusilow, 1986; Blei, 2001).
Cette hypothèse est appuyée par le fait que la concentration cérébrale de glutamine est
augmentée tant chez l’humain que dans les modèles animaux d’IRA (Butterworth, 2003).
Comme nous le verrons plus loin, bien qtie l’effet osmotique de la glutamine soit fort
possiblement en cause, il est de plus en pltis évident que d’autres mécanismes contribuent
également au développement de l’oedème cérébral lors de L’IRA.
En plus de contribuer à l’oedème cérébral, l’ammoniaque est impliqué dans
plusieurs mécanismes pathophysiologiques associés à l’IRA. Entre autres, l’ion ammonium
(NR4) affecte le potentiel membranaire des cellules nerveuses et cause des anomalies de la
neurotransmission excitatrice et inhibitrice qui pourraient contribuer directement à
l’apparition de certains symptômes de l’EH tels la léthargie et le coma (Cooper et Plum,
1987). Comme nous le verrons en détail plus loin, il semble également que l’ammoniaque
affecte le métabolisme énergétique en plus d’être impliqué dans diverses modifications de
l’expression génique du SNC lors de l’IRA (voir section 4).
3.2 Autres toxines en provenance de ta périphérie
3.2.1 Oxindole
L’oxindole est un métabolite du tryptophane présent entre autres dans le sang et le
cerveau chez plusieurs espèces, dont l’humain (Mairnaioni et al., 1999). L’administration
d’oxindole chez des rats normaux provoque des symptômes neurologiques similaires à ceux
observés chez des patients atteints d’IHA. c’est-à-dire une diminution de l’activité
locomotrice, le corna et la mort (Mannaioni et al., 1999). L’oxindole est synthétisé à partir
de l’indole, lui-même formé dans l’intestin par l’activité bactérienne. Lors d’une
dysfonction hépatique, l’indole atteint la circulation systémique et subit une oxydation qui
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se traduit par la formation d’oxindole. Une étude menée par Carpenedo et collègues (199$)
démontre une augmentation significative des niveaux plasmatiques et cérébraux d’oxindole
dans deux modèles différents d’IRA chez le rat (modèles hépatotoxiques causés par la
thioacétamide et la galactosamine). Bien que les niveaux d’oxindole observés dans cette
étude ne sont pas suffisants pour expliquer à eux seuls l’apparition du coma chez ces
animaux, il est possible que l’oxindole contribue aux symptômes de Ï’EH. En effet, une
étude démontre que les niveaux circulants d’indole augmentent proportionnellement avec le
grade d’encéphalopathie chez des patients ayant une dysfonction hépatique (Suyama et
Hirayama, 198$).
3.2.2 Belizofliazépines
Le début des années 1980 a vu émerger une théorie selon laquelle une augmentation
de la neurotransmission GABAergique potinait être en partie responsable de l’altération de
l’état de conscience ainsi que des troubles du mouvement caractéristiques de
l’encéphalopathie hépatique (EH). De nombreuses études ont par la suite démontré que les
niveaux de GABA ainsi que l’expression des récepteurs GABAergique est inchangée lors
de l’IHA. En contrepartie, une augmentation des niveaux de benzodiazépines endogènes,
qui ont un puissant effet potentialisant sur l’activité du récepteur GABAA, contribue
possiblement à augmenter la neurotransmission GABAergique lors de l’IRA. Des
concentrations accrues de benzodiazépines sont en effet présentes dans le cerveau (Basile et
al., 1991) et le plasma (Basile et aÏ., 1994) de patients atteints d’IRA et leur niveau est
directement proportionnel avec la sévérité de l’encéphalopathie de ces patients (Basile et
al., 1994). Des niveaux élevés d’agonistes du récepteur des benzodiazépines sont également
observés dans le cerveau de rats ayant une IHA causée par l’administration de
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thioacétamide et sont également en relation avec la sévérité de l’encéphalopathie (Basile et
al., 1990; Olasmaa et al.. 1990; Yurdaydin et al.. 1993). La source de ces benzodiazépines
demeure incertaine, mais une étude suggère que la flore intestinale serait la source d’un
précurseur inactif des benzodiazépines (Yurdaydin et al., 1995). Bien que le rôle précis de
ces benzodiazépines ainsi que leur identité demeurent peu connus, une potentialisation du
tonus GABAergique induite par ceux-ci et contribuant à l’EH demeure une hypothèse
plausible.
3.3 L ‘oedème cérébral
L’oedème cérébral survient chez 70 à 80 ¾ des patients ayant une encéphalopathie
hépatique aiguè au stade 4 et constitue Fune des principales causes de décès (50 % environ)
suite à l’IRA (GuI et Sterling, 2001; Richardson et Bellamy, 2002). D’un point de vue
théorique, le volume cérébral total peut être divisé en trois compartiments distincts les
tissus cérébraux (eux-mêmes constitués d’un compartiment extracellulaire et d’un
compartiment intracellulaire), le liquide céphalo-rachidien et le volume sanguin. Ainsi,
l’expansion de n’importe quel de ces compartiments entraîne une augmentation de la
pression intracrânienne en raison de la nature rigide du crâne qui ne permet qu’une
augmentation minime du volume cérébral. On distingue deux types d’oedème cérébral
l’oedème vasogénique et l’oedème cytotoxique. Le premier est généralement associé à une
augmentation de la perméabilité de la BRE entraînant une expansion du liquide interstitiel,
alors que le second est le résultat de dérangements de l’osmolarité intracellulaire causant un
gonflement des cellules. Des études de microscopie électronique démontrent que l’oedème
cérébral observé lors de l’IRA tant chez l’humain (Kato et al., 1992) que chez les modèles
animaux d’IRA (Hanid et al., 1979: Traber et aI., 1987; Dixit et Chang, 1990) est de nature
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cytotoxique et est localisé au niveau des astrocytes, alors que les neurones gardent un
aspect normal. Chez les patients atteints d’il-lA, une attention particulière est portée au
contrôle de la pression intracrânieime, bien sûr dans le but d’éviter l’herniation cérébrale
causant la mort, mais également afin d’éviter une diminution de la pression de perfusion
cérébrale (PPC). En effet, la PPC est définie comme la différence entre la pression artérielle
moyenne et la pression intracrânienne (équation 5). Par conséquent, une augmentation de la
pression intracrânienne se traduit par une diminution de la PPC qui, si elle est suffisamment
sévère (<50 — 60 mrnHg) entraîne l’hypoxie cérébrale.
(5) pression de perfusion cérébrale = pression artérielle moyenne - pression intracrânienne
3.3.1 Effet osmotique de ta gtutainine
Comme nous Favons vu en détail à la section 3.1.2. de nombreuses études
démontrent qu’il existe un lien entre l’hyperammoniérnie et l’oedème cérébral. Brusilow
(1986) fut le premier à émettre Fhypothèse selon laquelle l’accumulation de glutarnine
résultant de la détoxification de Fammoniaque par la GS dans les astrocytes, plutôt que
l’ammoniaque lui-même, a un effet osmotique favorisant l’accumulation d’eau dans le
cerveau. Ce phénomène pourrait ainsi expliquer la localisation principalement astrocytaire
de l’oedème cytotoxique cérébral observé lors de l’IHA. En faveur de cette hypothèse,
l’inhibition de la synthèse de glutamine suite à l’administration d’un inhibiteur irréversible
de la GS, la méthionine sulfoximine (MSO), prévient l’oedème cérébral chez le rat
hyperammoniémique (Takahashi et al.. 1990), atténue l’oedème cérébral et prévient
l’augmentation de la pression intracrânienne chez le rat ayant une anastomose porto-cave
(Blei et al., 1994) et ce, malgré une augmentation des niveaux d’ammoniaque secondaire à
l’inhibition de la GS. Dans un système in vitro, la MSO inhibe complètement le gonflement
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des astrocytes primaires en culture causé par une exposition à l’ammoniaque (Norenberg et
Bender, 1994).
Bien que l’effet osmotique de la glutamine soit fort probablement un facteur
contribuant à l’oedème cérébral causé par Fhyperammoniémie, cette hypothèse comporte
quelques failles suggérant que d’autres mécanismes sont également en cause. En effet, chez
le rat avec une anastomose porto-cave recevant une infusion d’ammoniaque, le M$O
n’inhibe que de façon incomplète l’oedème cérébral (Blei et al., 1994). De plus,
l’augmentation de la dose de MSO ne prévient pas davantage l’oedème cérébral malgré une
baisse plus importante de la concentration corticale de glutamine (Blei et al., 1994). D’autre
part, on observe un effet protecteur de F hypothermie légère sur le développement de
l’oedème cérébral dans le modèle de dévascularisation hépatique chez le rat (Chatauret et
al., 2003) ainsi que chez le rat avec une anastomose porto-cave recevant une infusion
d’ammoniaque (Cordoba et al., 1999) alors que dans les deux cas, les niveaux cérébraux de
glutamine, eux, restent aussi élevés que chez les animaux normothermiques développant un
oedème cérébral. Il est intéressant de noter que chez le rat ayant une IHA, d’autres
osmolytes que la glutamine, tels le lactate ou l’alanine, sont en corrélation plus étroite avec
l’apparition de l’oedème cérébral (Chatauret et al., 2003). Au cours des dernières aimées,
une attention grandissante a été portée au rôle possible d’anomalies hémodynarniques
comme facteur contribuant à l’oedème cérébral lors de l’IHA.
3.3.2 Dérangements héinodynainiques
Deux principales observations cliniques démontrent la présence de dérangements
hémodynamiques cérébraux importants chez les patients atteints d’IRA. En premier lieu, on
observe des changements marqués du flot sanguin cérébral. En effet, alors que certaines
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études démontrent une forte variabilité du flot sanguin cérébral d’un patient à l’autre
(Wendon et al., 1994; Aggarwal et al., 1994), d’autres études démontrent une augmentation
du flot sanguin cérébral chez la plupart des patients à un stade avancé de l’IHA (Jalan et al.,
1999; Jalan et al., 2001). Fait intéressant, les patients qui développent un oedème cérébral
présentent des valeurs de flot sanguin cérébral plus élevées comparativement aux patients
ne présentant pas d’oedème cérébral (Wendon et al., 1994; Aggarwal et al., 1994). De plus,
dans un modèle d’oedème cérébral chez le rat, le contenu en eau du cerveau et la pression
intracrânienne augmentent de façon directement proportionnelle au flot sanguin cérébral
(Larsen et al., 2001).
En deuxième lieu, lors de l’II-IA, on observe une perte de l’autorégulation du flot
sanguin cérébral, c’est-à-dire la capacité du cerveau à garder un débit sanguin constant
malgré les fluctuations de la pression sanguine systémique. En effet, dans une situation
normale, la pression artérielle n’affecte pas le flot sanguin cérébral qui est plutôt lié de près
au métabolisme cérébral. Par contre, chez les patients atteints d’IHA, une augmentation de
la pression artérielle suite à l’administration de noradrénaline se traduit par une
augmentation concomitante du flot sanguin cérébral (Larsen et al., 1995; Strauss et al.,
1997). La capacité de la vasculature cérébrale à réagir aux changements de la pression
partielle du C02 (pCO2) est un mécanisme d’importance centrale pour un couplage normal
de l’activité métabolique cérébrale avec le flot sanguin cérébral. Or, chez les patients
atteints d’IRA, on observe une perte de réactivité de la vasculature cérébrale au C02 lors de
situations d’hypercapnie (Durham et al.. 1995; Larsen et al., 1996). Dans leur ensemble, ces
études suggèrent la présence d’un état permanent de vasodilatation cérébrale chez les
patients atteints d’IRA, contribuant aux dérangements du flot sanguin cérébral.
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Trois principaux mécanismes peuvent expliquer la contribution d’une augmentation
du flot sanguin cérébral au développement de l’oedème cérébral associé à 1’II-IA (Vaquero
et al., 2004b). Premièrement. une augmentation du flot sanguin cérébral augmente le
gradient de pression hydrostatique à travers les capillaires sanguins, favorisant le
mouvement d’eau à travers la BI-JE. Deuxièmement, une augmentation du volume sanguin
contribue directement à l’élévation de la pression intracrânienne. finalement, une élévation
du flot sanguin cérébral augmente l’exposition dti cerveau aux toxines circulantes pouvant
contribuer à l’oedème cérébral (la plus importante étant l’ammoniaque). À l’appui du rôle
de tels mécanismes, il est intéressant de noter que l’oedème cérébral peut être réduit ou
prévenu grâce à diverses approches visant à diminuer le flot sanguin cérébral telles
l’hyperventilation (Ede et al.. 1986). lhypothermie (Cordoba et al., 1999; Rose et al., 2000;
Jalan et al., 2001) ou l’administration du vasoconstricteur cérébral indométhacine
(Clemmesen et al., 1997: Chung et al., 2001).
Les mécanismes précis responsables de l’augmentation du flot sanguin cérébral lors
de l’IHA sont incomuis. Plusieurs hypothèses ont été émises parmi lesquelles la relâche
accrue par le cerveau de facteurs pouvant induire la vasodilatation, par exemple l’oxyde
nitrique (NO), le lactate ou le glutamate (Vaquero et al., 2004b). D’autre part, il est
également possible que certains facteurs en provenance de la périphérie, par exemple les
cytokines pro-inflammatoires relâchées par le foie nécrotique, soient à l’origine de
l’augmentation du flot sanguin cérébral lors de l’IHA (Vaquero et al., 2004b).
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3.4 Altérations dit inétabotisiite éJic’rgétiqtte tors de t’JHA
3.4.1 Métabolisme éllergétiqtte cérébrct!
La demande énergétique cérébrale est considérablement élevée en comparaison à
celle d’autres organes, en grande partie en raison de la quantité importante d’énergie
nécessaire à la génération de potentiels d’action et au maintien des gradients
électrochimiques à travers la membrane plasmique des neurones (Attwell et Laughlin,
2001). Malgré son métabolisme énergétique élevé, le cerveau ne contient que très peu de
réserves énergétiques (surtout stockées sous forme de glycogène (Gruetter, 2003)) et
dépend donc presque exclusivement de l’apport de glucose provenant de la circulation
sanguine pour le maintien de son équilibre énergétique grâce à la glycolyse suivie de
l’oxydation complète du pvruvate par le cycle de Krebs. Le transport du glucose à travers
les membranes biologiques est effectué par une famille de transporteurs facilitateurs du
glucose indépendants du sodium dont plusieurs isoformes sont exprimés dans le SNC. Dans
le cerveau, les deux principaux transporteurs du glucose responsables de fournir le glucose
nécessaire au métabolisme énergétique sont GLUT1, qui est présent sous deux formes
différant par letir degré de glycosylation et est exprimé par les astrocytes et les cellules
endothéliales de la BHE, et GLUT3, exprimé par les neurones (Vannucci et al., 1997;
Duelli et al., 2001). D’autres isoformes de la famille des transporteurs du glucose sont
également exprimés à de plus faibles niveaux par certaines populations cellulaires précises
(Tableau 1.2), suggérant un rôle très spécialisé de ces transporteurs.
jIsoforme Localisation
GLUT1 (55 kDa) Cellules endothéliales de la BHE
GLUT1 (45 kDa) Astrocytes
GLUT2 Astrocytes: hypothalamus latéral, noyau
hypothal amique paraventriculaire,
hypothal anuis ventromédian, noyau arqué
GLUT3 Neurones
GLUT4 Neurones (populations spécifiques du cervelet, de
hypothalamus et de 1’ hyppocampe)
GLUT5 Microalie
GLUT8 Neurones (transporteur intracellulaire exprimé au
niveau du réticulum endoplasmique)
Tableau 1.2 Isoformes de la famille des transporteurs du glucose exprimés dans le SNC
3.4.2 Dérangements dii métabolisme énergétique lors de l’IHA
3.4.2.1 Observations expérimentales et clin icptes
Jusqu’à présent, les différentes études sétant intéressées au métabolisme du glucose
chez les patients atteints d’une IRA ont fait état de résultats contradictoires, en démontrant
un flux métabolique du glucose (< cerebral metabolic rate ») soit à la hausse (Jalan et al.,
1999), normal (Wendon et al., 1994) ou à la baisse (Wendon et al., 1994; Strauss et al.,
2003). Par contre, on rapporte un flux métabolique de l’oxygène à la baisse dans toutes les
études menées chez ces patients (Wendon et al.. 1994; Aggarwal et al., 1994; Strauss et al.,
2003), suggérant la présence de dérangements du métabolisme oxydatif lors de l’IHA.
Malgré ces changements, il ne semble pas y avoir de déficit énergétique cérébral net
lors de l’IHA. En effet, des études de spectroscopie par résonance magnétique nucléaire du
31P menées dans deux modèles animaux différents d’IRA ne démontrent aucun changement
des concentrations cérébrales cl’ATP et de phosphocréatine lors de l’IRA (Deutz et al.,
1988a; Bates et al., 1989). En contrepartie. il est maintenant devenu évident que certaines
anomalies plus subtiles du métabolisme énergétique cérébral surviennent lors de l’IHA,
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comme en témoignent de nombreuses éttides rapportant une accumulation cérébrale de
lactate lors de l’IHA (Mans et al.. l994 Nyberg et al., 1998; Tofleng et al., 2002;
Zwingmann et al., 2003).
3.4.2.2 Rôle de l’aminonicique
Les causes exactes de ces dérangements du métabolisme énergétique cérébral ne
sont pas connues. Cependant. de nombreuses études menées dans des modèles
d’hyperammoniémie pure in vivo ou in vitro démontrent que l’ammoniaque affecte le
métabolisme énergétique cellulaire. À des concentrations similaires à celles observées dans
le cerveau lors de l’IHA, l’ammoniaque a un effet inhibiteur sur l’Œ-cétoglutarate
déshydrogénase (ŒKGDH) (Lai et Cooper. 1986) ainsi que sur l’isocitrate déshydrogénase
(Katunuma et al., 1966). deux enzymes du cycle de Krebs. Chez des rats recevant une dose
aiguê d’ammoniaque, on observe une augmentation de l’activité dc la plupart des enzymes
de la glycolyse dans plusieurs régions du cerveau (Ratnakumari et Murthy, 1993),
possiblement en réponse à l’inhibition de cycle de Krebs causée par l’ammoniaque.
En plus de modifier l’activité de diverses enzymes directement impliquées dans le
métabolisme énergétique. il semble que l’ammoniaque affecte la navette malate-aspartate,
le principal mécanisme permettant le transfert d’équivalents réducteurs (NADH) du cytosol
vers la mitochondrie où s’effectue la phosphorylation oxydative. Il a en effet été démontré
que l’hyperammoniémie cause une diminution du ratio [NADj/[NADH] cytoplasmique
alors que le ratio [NAD]/[NADH1 mitochondrial augmente (Hindfelt et Siesjo, 1971). Des
études subséquentes démontrent que l’administration d’ammoniaque chez le rat cause une
diminution de l’activité de l’aspartate aminotransférase et de la malate déshydrogénase,
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deux enzymes nécessaires au fonctionnement de la navette malate-aspartate (Ratnakumari
et Murthy, 1989; faff-Michalak et Albrecht, 1991).
3.5 Altérations de ta barrière hérnato-encéphatique lors de t’HL4
La BHE est une spécialisation des cellules endothéliale des capillaires cérébraux qui
a pour fonction d’empêcher la diffusion de la plupart des substances contenues dans le sang
afin d’assurer le maintien de l’homéostasie tissulaire cérébrale, essentielle au
fonctionnement normal du SNC. La fonction normale de la BHE dépend d’une association
complexe entre les cellules endothéliales des capillaires cérébraux, les astrocytes et les
péricytes (Copin et Gasche, 2003). Cependant, ce sont les cellules endothéliales cérébrales
qui constituent la BHE grâce à l’acquisition de propriétés morphologiques et biochimiques
spécifiques comprenant la perte des fenestrations, la formation de jonctions étanches, la
diminution du nombre de vésicules de pinocytose et l’expression de divers transporteurs
spécifiques (Ballabh et al., 2004). Ainsi, seules les substances dotées d’un système de
transport à la BRE et les molécules liposolubles atteignent le parenchyme cérébral.
Des études de microscopie électronique démontrent que les jonctions étanches des
cellules endothéliales cérébrales restent intactes dans différents modèles d’IHA (Traber et
al., 1987; Kato et al., 1989) de même que chez des patients atteints d’IHA (Kato et al.,
1992). Cependant, chez des patients atteints d’THA, contrairement à ce qui est observé dans
divers modèles expérimentaux, il y a apparition d’un gonflement des cellules endothéliales
des capillaires cérébraux (en plus de l’oedème cytotoxique des astrocytes périvasculaires)
(Kato et al., 1992). Il est intéressant de noter que l’efficacité du mannitol pour le contrôle
de l’oedème cérébral suggère le maintien de l’intégrité physique de la BHE lors de l’IHA,
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puisque le mécanisme d’action de cette substance repose sur la création d’une différence
osmotique entre le cerveau et la circulation sanguine nécessitant une 31-JE intacte.
Bien qu’il semble que l’intégrité générale de la BHE soit maintenue lors de l’IHA,
certaines études suggèrent l’apparition de changements subtils de la perméabilité de la BHE
dus à une augmentation du transport vésiculaire non spécifique à travers les cellules
endothéliales constituant la BHE (Traber et al., 1989; Kato et al., 1989; Kato et al., 1992).
Il est possible que de telles modifications de la fonction de la BHE soient en cause dans les
mécanismes pathophysiologiques responsables de l’oedème cérébral et de l’EH associés à
l’IRA (Duchini, 1996).
3.6 Yodfications des concentrations plasmatiqttes d’acides aminés lors de t’IHA
Le foie étant un organe important pour le métabolisme des acides aminés, l’IRA
cause une anomalie typique de la concentration plasmatique des différents acides aminés.
On observe en effet une diminution des acides aminés à chaîne ramifiée (leucine, isoleucine
et valine) alors que la plupart des autres acides aminés sont à la hausse. Une caractéristique
typique de l’IHA est la baisse du ratio de Fisher, défini comme [acides aminés à chaîne
ramifiée] / [acides aminés aromatiques] (Fischer et al., 1976). Un déséquilibre de la
quantité relative des acides aminés dans le plasma peut avoir des conséquences au niveau
du $NC puisque les acides aminés, dont certains sont des précurseurs pour la synthèse de
neurotransmetteurs, compétitionnent pour un nombre limité de transporteurs à la BRE.
Ainsi, l’augmentation relative des acides aminés aromatiques tels la tyrosine, l’histidine et
le tryptophane, eux-mêmes précurseurs des catécholamines, de l’histamine et de la
sérotonine, respectivement, peut induire un débalancement de plusieurs systèmes de
neurotransmission.
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4. Modifications de l’expression génique du système nerveux central associées à
l’insuffisance hépatique aigui3
Suite à la dysfonction aigu du foie, plusieurs changements rapides de l’expression
génique surviennent dans le SNC. Cela peut être illustré grâce à la technique de
«differential display - RT-PCR» qui permet d’obtenir un aperçu d’ensemble de
l’expression génique à un moment donné (Figure 1.3). On observe ainsi des changements
d’expression de plusieurs gènes chez les rats avec une IHA par rapport aux animaux
contrôles, la plupart démontrant une expression à la hausse, mais parfois également à la
baisse.
1 2 3 Figure 1.3 Altérations de l’expression des ARNm dans le
4— ALE-J
cortex frontal de rats ayant une IHA causée par la
dévascularisation hépatique. L’ARN provenant de cerveaux de
-
4— ALF-2 rats sacrifiés 6 heures après la ligature de l’artère hépatique (ligne
4— ALF-3 2), au stade de coma (ligne 3) ou de rats contrôles (ligne 1) a été
4— ALF-4
4— ALF-5 extrait, amplifié par RT-PCR, et séparé par électrophorèse. Dix
4—ALE-6
bandes dont l’expression diffère significativement par rapport
#i 4— ALE-7
aux animaux contrôles sont identifiées. Adapté de (Desjardins et
- 4— ALF-8
4—ALF-9 al., 2001).
______
4-ALF-1O
D’autre part, il semble que certaines de ces modifications surviennent très tôt (6
heures) dans la progression de la maladie, c’est-à-dire avant l’apparition de symptômes de
l’encéphalopathie, alors que d’autres ne surviennent que plus tard, au stade de coma (Figure
1.3). Il est cependant important de noter que cette technique ne permet pas l’identification
des gènes affectés, qui doit être effectuée par des techniques complémentaires.
Il importe donc par la suite d’identifier ces gènes afin de comprendre les
conséquences physiologiques des changements d’expression survenant lors de l’IHA.
3$
Quelques-uns de ces gènes ont été identifiés jusqu’à présent et beaucoup d’entre eux sont
impliqués dans des fonctions importantes du $NC, tels la neurotransmission et le maintien
du volume cellulaire. Les prochaines sections font état de nos connaissances actuelles quant
aux changements d’expression du SNC associés à l’IHA.
4.1 EAÀ T-2
L’IHA causée par la dévacularisation hépatique chez le rat entraîne une diminution
de 31% de l’expression de l’ARNm codant pour le transporteur astrocytaire du glutamate
EAAT-2, accompagnée d’une baisse de 60% de son expression protéique (Knecht et al.,
1997). EAAT-2 est un transporteur du glutamate à haute affinité fortement exprimé dans le
cerveau (Danbolt, 2001). Cette baisse de l’expression de EAAT-2 est possiblement
responsable de l’augmentation de la concentration extracellulaire de glutamate observée
dans ce modèle expérimental (Michalak et al., 1996), ayant plusieurs conséquences
pathophysiologiques importantes. En effet, il est possible que l’élévation de la
concentration extracellulaire de glutamate soit à l’origine des convulsions parfois observées
lors de l’IRA. D’autre part, une diminution de la recapture de glutamate par les astrocytes
peut ralentir la détoxification de l’ammoniaque en privant la G$ d’un de ses substrats
(Knecht et al., 1997). Enfin, il est probable que des niveaux extracellulaires élevés de
glutamate contribuent à l’oedème cérébral cytotoxique, puisque l’exposition de cultures
d’astrocytes au glutamate cause un gonflement cellulaire (Schneider et al., 1992).
4.2 Réceptettrs du glutamate
Des études évaluant le nombre de sites de liaison des récepteurs ionotropiques du
glutamate révèlent d’autres anomalies du système de neurotransmission glutamatergique
39
lors de l’IHA. On observe en effet une baisse significative du nombre de sites de liaison
spécifiques aux récepteurs glutarnatergiques AMPA et kainate dans le cortex,
l’hippocampe, l’hypothalamus et le cervelet de rats ayant une IHA, alors que le nombre de
sites de liaison du récepteur NMDA est inchangé dans le cerveau de ces animaux (Michalak
et Butterworth, 1997).
4.3 Gtytl
La glycine est un acide aminé ayant une fonction de neurotransmetteur inhibiteur
dans certaines régions du SNC, en particulier le tronc cérébral et la moelle épinière (Probst
et al., 1986). Par ailleurs, la glycine agit également comme modulateur allostérique positif
des récepteurs glutamatergiques NMDA dans l’ensemble du SNC (Kemp et Leeson, 1993).
La concentration extracellulaire de glycine est contrôlée par deux transporteurs à haute
affinité pour la glycine (Glyti et Glyt2). Glyti est exprimé, d’une part, par les astrocytes
entourant les synapses glycinergiques (Adams et al., 1995) et, d’autre part, en association
avec les régions de forte expression du récepteur NMDA (Smith et aI., 1992). Glyt2 est
exprimé par les neurones glycinergiques. principalement dans le tronc cérébral et la moelle
épinière (Zafra et al., 1995).
Chez le rat avec une IRA induite par la dévascularisation hépatique, on observe une
diminution d’environ 50 % de FARNm codant pour le transporteur astrocytaire de la
glycine Glyti dans le cortex frontal au stade de coma (Zwingmann et al., 2002). Il en
résulte une importante augmentation des niveaux extracellulaires de glycine dans cette
même région cérébrale qui atteignent des niveaux trois fois plus élevés que ceux mesurés
chez les animaux contrôles (Zwingmann et al., 2002). Le cortex frontal étant dépourvu de
neurones glycinergiques, il semble que cette augmentation des niveaux extracellulaires de
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glycine ait pour effet principal d’exacerber, via son action sur les récepteurs NMDA,
l’hyperactivité de la neurotransmission glutamatergique déj à accrue par des niveaux
extracellulaires élevés de glutamate (Michalak et al., 1996).
4.4 Transportettr/récepteitr de la sérotoniiie
Des études de liaison effectuées à l’aide du [3H]citalopram démontrent que l’IHA
chez le rat cause une diminution du nombre de sites de liaison du transporteur de la
sérotonine dans plusieurs régions cérébrales dont le cortex frontal (Michalak et al., 200 la).
Cette baisse du nombre de transporteurs est accompagnée d’une augmentation
concomitante de la concentration extracellulaire de sérotonine dans le cortex frontal de ces
animaux (Michalak et al., 2001a). Une baisse du nombre de sites de liaison du récepteur de
la sérotonine 5-HT2A a également été démontrée chez le rat lors de l’IHA (Kaneko et al.,
1998). Il s’agit possiblement d’un mécanisme compensatoire visant à contrecarrer une
augmentation de la neurotransmission sérotoninergique; une hypothèse appuyée par une
étude démontrant une amélioration de l’état neurologique de rats ayant une IHA suite à
l’administration de methysergide, un antagoniste non sélectif des récepteurs de la
sérotonine (Yurdaydin et al., 1996).
4.5 Transportettr/récepteiirs de la noradrénctilue
Une diminution du nombre de sites de liaison du transporteur de la noradrénaline est
également observée dans le cortex frontal et le thalamus chez le rat ayant une IHA au stade
de coma (Michalak et al., 200 lb). Ces rats présentent également une augmentation de la
concentration extracellulaire corticale de noradrénaline (Michalak et al., 2001b) et une
diminution concomitante du nombre de sites de liaison des récepteurs cd et F31
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adrénergiques au niveau du cortex frontal et du thalamus, suggérant un déséquilibre de la
neurotransmission noradrénergiques dans ces régions lors de l’IHA (Michalak et al., 199$).
4.6 Récepteur des benzodiazépines de type péripltériqtte (PTBR)
Contrairement au récepteur central des benzodiazépines qui est exprimé
exclusivement dans le SNC et est impliqué dans la modulation allostérique du récepteur
GABAA, le récepteur des benzodiazépines de type périphérique (PTBR) est exprimé dans
de nombreux organes, dont le rein, le coeur, les testicules, les poumons et le cerveau et n’est
pas couplé au récepteur GABAergique (Gavish et al., 1992). Dans le SNC, PTBR est
principalement exprimé sur la membrane mitochondriale des cellules gliales (Casellas et
al., 2002). Le récepteur des benzodiazépines de type périphérique est un complexe
multimérique composé de trois principales sous-unités une sous-unité de 1 $ kDa nommée
«isoquinoline carboximide binding protein» (IBP), une sous-unité de 34 kDa nommée
«voltage-dependent anion channel » (VDAC) et une sous-unité de 30 kDa nommée
«adenine nucleotide channel » (ANC) (Figure 1.4).
De nombreuses fonctions cellulaires sont attribuées à PTBR dont un rôle dans la
régulation de la prolifération cellulaire (Alho et al., 1994), la biosynthèse de l’hème
(Taketani et al., 1995), la modulation du système immunitaire (Woods et Williams, 1996)
ainsi que la régulation du pore de transition de perméabilité mitochondriale et l’apoptose
(Casellas et al., 2002; Castedo et al., 2002). Cependant, la fonction la mieux étudiée de
PTBR dans le cerveau est sans aucun doute son rôle dans la stéroïdogénèse (Papadopoulos
et al., 199$). PTBR est en effet impliqué dans le transport du cholestérol vers la matrice
mitochondriale où il sert de substrat à l’enzyme cytochrome P450, pour la synthèse de
pregnénolone, le précurseur de tous les neurostéroïdes (Mellon et Griffin, 2002). À leur
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tour, les neurostéroïdes exercent un effet modulateur sur de nombreux aspects de la
fonction cérébrale, dont la transmission GABAergique, la myélinisation, la mémoire et le
comportement (Mellon et Griffin, 2002).
neurostéroïdes
CHOLESTÉROL
Figure 1.4 Représentation schématique de la structure du récepteur aux
benzodiazépines de type périphérique (PTBR)
Une augmentation de l’expression cérébrale de PTBR survient dans de nombreux
syndromes hyperammoniérniques dont les désordres congénitaux du cycle de l’urée (Rao et
al., 1993), l’insuffisance hépatique chronique chez le rat (Desjardins et al., 1999a) ou chez
l’homme (Lavoie et al., 1990) de même que chez la souris normale par suite de
l’administration d’ammoniaque (Itzhak et al., 1995). Un rôle direct de l’ammoniaque dans
l’induction de PTBR est également démontré par l’augmentation du nombre de sites de
pregnénolone
CII OLE STEROL
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liaison spécifiques de PTBR suite à l’exposition de cultures d’astrocytes à des
concentrations pathophysiologiques d’ammoniaque (Itzhak et Norenberg, 1 994a).
Une élévation de l’ARNm codant pour PTBR accompagnée d’une augmentation du
nombre de sites de liaison pour le [3H]PK11195 et le [3H]Ro5-4$64, deux ligands
spécifiques de PTBR, ont été rapportées dans le cerveau de souris ayant une IHA causée
par l’administration de thioacétamide (Itzhak et al., 1995; Kadota et al., 1996). Cependant,
comme nous l’avons mentionné plus tôt, les résultats des études portant sur les
conséquences cérébrales de l’IHA causée par cette drogue doivent être interprétés avec
prudence puisque la thioacétamide est neurotoxique et cause une perte neuronale. Or,
PTBR est fortement exprimé par les cellules de la cicatrice gliale se formant en réponse à la
neurodégénération, d’où son utilisation par certains comme marqueur de la gliose
(Miyazawa et al., 1995; Weissman et Raveh, 2003; Weissman et ah, 2004). Des études
supplémentaires utilisant un autre modèle seraient donc nécessaires afin de déterminer avec
certitude s’il y a induction de PTBR lors de l’IHA en absence de mort neuronale.
4. 7Aquaporine-4
La famille des aquaporines sont des canaux osmotiques impliqués entre autres dans
l’homéostasie du volume cérébral et la production du liquide céphalo-rachidien (Sulyok et
al., 2004). Parmi les différents isoformes de la famille des aquaporines, la protéine
aquaporine-4 est la plus abondante dans le parenchyme cérébral et est principalement
exprimée au niveau des prolongements astrocytaires périvasculaires et subarachnoïdes
(Nageihus et al., 2004). Certaines études suggèrent que des changements de l’expression de
l’aquaporine-4 puissent être impliqués dans l’oedème cérébral causé par le traumatisme
cérébral (Vizuete et al., 1999) et l’ischémie cérébrale (Taniguchi et al., 2000).
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De façon analogue, l’aquaporine-4 pourrait contribuer à l’oedème cérébral lors de
I’IHA puisqu’une augmentation de Fexpression de celle-ci a été rapportée dans un modèle
d’IHA chez le rat (Margulies et al., 1999). Cette hypothèse est appuyée par une récente
étude démontrant une augmentation progressive de l’expression de l’aquaporine-4 en
parallèle avec l’apparition du gonflement cellulaire dans des cultures d’astrocytes exposées
à l’ammoniaque (Rama Rao et al.. 2003a).
5. Traitements de l’insuffisance hépatique aigui
5.1 Traitsptai;tatioii hépatique
La transplantation hépatique est le seul traitement efficace de l’IHA pouvant
améliorer le taux de survie des patients de façon significative, soit entre 60 et 70% de 1 à 3
ans après la transplantation hépatique (Rahman et Hodgson, 2001). Plus récemment, afin de
pallier au manque chronique d’organes. une nouvelle technique de transplantation auxiliaire
partielle du foie a été développée. Cette technique se base sur la capacité unique du foie de
se régénérer et consiste en la résection partielle du foie malade combinée à la
transplantation d’une greffe de foie de dimension réduite. Cette dernière assure la fonction
hépatique normale pendant la période requise pour la régénération du foie malade, après
quoi, l’élimination des traitements immunosuppresseurs entraîne l’atrophie de la greffe
(Gubernatis et al., 1991). Les patients n’ont donc pas à prendre d’imrnunosuppresseurs à
vie, ce qui constitue un avantage important de cette technique par rapport à la
transplantation hépatique classique. La transplantation auxiliaire partielle du foie est
associée à un taux de stirvie de 63 %, ce qui est comparable à la transplantation hépatique
orthotopique (Chenard-Neu et al., 1996).
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Bien que la transplantation hépatique soit d’une utilité indéniable pour le traitement
de l’IRA, le manque chronique d’organes disponibles limite son utilisation. On estime en
effet qu’entre 30 et 40 ¾ des patients en attente d’une transplantation hépatique décèdent
faute d’un organe compatible (Jalan et al., 2002a). D’autre part, dans les pays en voie de
développement, où l’incidence de l’hépatite virale est souvent élevée, cette option de
traitement est pratiquement inexistante en raison du manque d’expertise ou de ressources.
D’autres solutions de traitement ou, à tout le moins, de stabilisation des patients visant à
prolonger leur survie dans l’espoir d’une régénération hépatique spontanée sont donc
nécessaires.
5.2 Rédtictioii des niveaux plasinatiqties d’aininoiiiaqtte
5.2.1 Lacttitose
L’administration de lactulose dans le but de réduire les niveaux plasmatiques
d’ammoniaque est un traitement couramment utilisé pour atténuer l’EH associée à la
maladie chronique du foie. Cependant, chez les patients atteints d’IHA, l’administration de
lactulose n’est pas un traitement efficace (Jalan, 2003), probablement en raison de
l’évolution très rapide de la maladie.
5.2.2 L-ori,ithine L-aspartate
L’administration d’un mélange des acides aminés L-ornithine et L-aspartate réduit
les niveaux sanguins d’ammoniaque et produit une diminution de la sévérité de
l’encéphalopathie associée à la maladie chronique du foie (Kircheis et al., 1997).
L’ornithine et l’aspartate stimulent la détoxification de l’ammoniaque en fournissant les
substrats nécessaires pour la synthèse de la glutamine (principalement dans le muscle) et de
l’urée (dans les cellules hépatiques fonctionnelles). Aucune étude évaluant l’efficacité de ce
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traitement chez des patients atteints d’IHA n’est encore disponible, mais il a été démontré
que l’administration de L-omithine L-aspartate diminue la concentration plasmatique
d’ammoniaque et prévient l’oedème cérébral dans un modèle animal d’IRA (Rose et al.,
1999b).
5.3 Mannitol
Le mannitol demeure le traitement le plus couramment utilisé pour le contrôle des
épisodes d’hypertension intracrânierne. Le mannitoÏ est administré sous forme de bolus de
1 à 2 mg/kg afin d’augmenter l’osmolarité des capillaires sanguins cérébraux et favoriser le
mouvement d’eau du cerveau vers la circulation sanguine (Jalan, 2003). L’utilisation de ce
traitement augmente de beaucoup les chances de survie des patients atteints d’IHA puisque
seulement 5,9 % des patients ne recevant pas de mannitol survivent contre un taux de survie
de 47,1 % chez ceux en recevant (Canalese et al., 1982). Il est cependant important de noter
que ce traitement est contre-indiqué chez les patients ayant une insuffisance rénale, une
complication fréquente de l’IRA, puisque l’incapacité à éliminer efficacement le mannitol
peut causer l’hyperosmolarité et une surcharge de fluides pouvant exacerber l’oedème
cérébral.
5.4 Normatisation des parclinètres hémodynainiqiies cérébraux
Comme nous l’avons mentionné plus tôt, une augmentation du flot sanguin cérébral
peut contribuer à l’oedème cérébral. Par conséquent, plusieurs stratégies visant à diminuer
le flot sanguin cérébral lors de l’IRA sont à l’étude.
47
5.4.1 Hyperventilatioiî
L’hyperventilation cause une vasoconstriction de la vasculature cérébrale et permet
de restaurer l’autorégulation du flot sanguin cérébral chez des patients ayant une THA
(Strauss et al., 1998). L’hyperventilation peut ainsi s’avérer efficace pour diminuer la
pression intracrânienne de façon aigu. mais son utilisation prolongée n’est pas
recommandée car elle pourrait induire l’hypoxie cérébrale.
5.4.2 Thiopentat de sodittin
L’administration de thiopental de sodium cause également une vasoconstriction
cérébrale et produit une diminution de la pression intracrânienne (Forbes et al., 1989).
Cependant, le thiopental de sodium cause d’importants dérangements hémodynamiques et
n’est utilisé que chez des patients ne répondant pas aux traitements conventionnels.
5.4.3 Indométhaciite
L’indométhacine induit la vasoconstriction cérébrale et réduit la pression
intracrânienne chez des patients atteints d’il-TA (Clemmesen et al., 1997; Tofleng et Larsen,
2004). Cependant, l’indométhacine est toxique pour les reins et l’intestin, ce qui limite son
utilisation lors de l’IRA (Jalan. 2003).
5.5 Contrôle de la réponse inflammatoire systémique
S’il est devenu évident que la réponse inflammatoire systémique contribue aux
complications de l’IHA, l’importance relative de la susceptibilité à l’infection par rapport à
la relâche de cytokines pro-inflammatoires par le foie nécrotique reste inconnue. D’une
part, la présence d’infection chez les patients atteints d’IRA augmente la sévérité de
l’encéphalopathie et est associée à un taux de mortalité plus élevé, suggérant que
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l’administration d’antibiotiques puisse avoir un effet bénéfique. D’autre part, dans certaines
situations d’urgence où l’état d’un patient en attente d’une greffe de foie s’aggrave,
l’ablation complète du foie malade permet de stabiliser l’état cardiovasculaire et
cérébrovasculaire du patient (Ringe et al., 1993; Jalan et al., 2002b). Il a été suggéré que cet
effet soit attribuable à la réduction des cytokines pro-inflammatoires relâchées par le foie
nécrotique (Jalan et al., 2002b). mais il est important de noter que la température coporelle
chute de près de 2 oc suite à l’hépatectomie ce qui. comme nous le verrons un peu plus
loin, pourrait également expliquer la diminution de la pression intracrânieme suite à
l’ablation du foie. Pour des raisons évidentes, l’hepatectomie ne peut cependant être utilisée
que dans des situations désespérées où aucun autre traitement n’est efficace.
5.6 Foie artjficieÏ et bioartjflcie!
Plusieurs systèmes de support de la fonction hépatique ont été développés dans le
but de prolonger la survie des patients atteints d’IHA en attente d’une transplantation
hépatique ou dans l’espoir d’une régénération hépatique spontanée. certains systèmes dits
bioartificiels font usage «hépatocytes viables (le plus souvent provenant de porcs)
contenus dans un bioréacteur à travers lequel circule le sang du patient. Les principaux
problèmes associés à ces systèmes de support bioartificiels du foie sont la difficulté à
obtenir de grandes quantités d’hépatocytes nécessaires à maintenir la fonction hépatique
minimale nécessaire et l’incertitude quant aux risques reliés à l’utilisation d’hépatocytes de
porcs chez l’homme.
Parmi les systèmes de foie artificiels (ne faisant pas usage d’hépatocytes), le MARS
(« Molecular Adsorbent Recirculating System »), qui fait appel à un système de dialyse des
substances liées à l’albumine en combinaison avec l’hémodialyse traditioirnelle, est le plus
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prometteur. Malgré la recherche intensive dans ce domaine, l’efficacité des systèmes
artificiels et bioartificiels de support de la fonction hépatique reste controversée et devra
être démontrée à l’aide d’études cliniques contrôlées (Jalan et al., 2004b).
5. 7Hypotlterrnie
Plusieurs études expérimentales démontrent un effet neuroprotecteur de
l’hypothermie légère appliquée localement au cerveau pendant ou après l’ischémie
cérébrale (Krieger et Yenari. 2004) de même qu’à la suite du traumatisme cérébral chez le
rat (Dietrich et al., 1994). De plus, des études cliniques contrôlées randomisées démontrent
une réduction de la pression intracrânienne et un meilleur rétablissement grâce à
l’utilisation de l’hypothermie légère (32-33 °C) chez des patients suite à un traumatisme
cérébral fermé (Clifton et al., 1993; Marion et al., 1997). Au cours des dernières années, un
intérêt grandissant a été porté aux effets protecteurs de l’hypothermie légère sur les
complications systémiques et cérébrales associées à l’Il-IA.
5.7.1 Effets protecteurs sur kifoiictioiz cérébrale
Peignoux et al. (1982) furent les premiers à démontrer un effet protecteur de
l’hypothermie légère sur la scirvie de rats suite à la résection ou la dévascularisation
hépatique complète. De nombreuses études expérimentales ont par la suite contribué à la
compréhension des mécanismes responsables de l’effet neuroprotecteur de l’hypothermie
lors de l’IRA et ce traitement est maintenant utilisé avec succès afin de prolonger la vie de
patients en attente d’une transplantation hépatique (Jalan et al., 1999; Jalan et al., 2001).
Parmi les effets bénéfiques de l’hypothermie dans le modèle animal de dévascularisation
hépatique chez le rat, on observe entres autres un ralentissement l’apparition des
symptômes de l’encéphalopathie hépatique. une diminution de la concentration
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d’ammoniaque dans le liquide céphalo-rachidien et la prévention l’apparition de l’oedème
cérébral. L’ensemble de nos connaissances actuelles sur les effets bénéfiques de
l’hypothermie légère dans les modèles expérimentaux de même que chez les patients ayant
une IHA sont résumées dans le tableau 1.3.
5.7.2 Effets protecteurs sttr 1(1 fonction hépfttiqtte
En plus de ses effets protecteurs sur la fonction cérébrale lors de l’IHA, il semble
que l’hypothermie ait égalemeHt un effet protecteur sur le foie lui-même. Il a en effet été
démontré que l’hypothermie diminue la demande métabolique en oxygène et réduit le
dommage hépatique causé par l’ischémie-reperfusion chez le porc (Nagano et al., 1990;
Heijnen et al., 2003). De façon similaire, chez ]a souris, l’hypothermie diminue le
dommage hépatique causé par l’ischémie suivie de la reperfusion du foie grâce à une
diminution de la réponse inflammatoire hépatique (Kato et al., 2002) et à une diminution du
stress oxydatif (Khandoga et al., 2003) par rapport aux animaux normothermiques. Plus
récemment, nous avons également démontré un effet protecteur de l’hypothermie légère sur
la nécrose hépatique causée par l’administration d’acétarninophène chez la souris (Vaquero
et al., 2004a).
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Cadre expérimental Effet de l’hypothermie Référence
• Rat • Amélioration des symptômes de l’encéphalopathie (Traber et al.,
• Dévascularisation • Réduction de l’oedème cérébral 1989)
hépatique
• Rat • Amélioration des symptômes de l’encéphalopathie
. Dévascularisation • Prévention de l’oedème cérébral (Rose et al.,
hépatique
• Réduction de la [ammoniaque] dans le LCR 2000)
. Diminution de la [glutamate] extracellulaire
cérébrale
• Rat • Prévention de loedème cérébral
• Dévascularisation • Amélioration des symptômes de l’encéphalopathie (Chatauret et
hépatique
• Diminution de la [lactate] dans le LCR al., 2001)
• Rat • Normalisation de la concentration cérébrale de
• Dévascularisation glutamate et U aspartate (Chatauret et
hépatique • Normalisation (baisse) de la synthèse de novo de al., 2003)
lactate et d’alanine
• Rat • Atténuation de la baisse des niveaux cérébraux des
• Dévascularisation osmol tes taui-ine et myo-inositol (Zwingmann et
hépatique al., 2004)
• Rat • Réduction de l’oedème cérébral et de la pression
• Anastomose porto- intracrânienne (Cordoba et al.,
cave + infusion • Normalisation (baisse) du flot sanguin cérébral 1999)
d’ammoniaque
• Patients ayant une • Baisse de la pression intracrânienne
• Baisse clti flot sanguin cérébral (Jalan et al.,
• Hausse de la piessioi de perfusion cérébrale 1999)
• Baisse de la concentration artérielle d’ammoniaque
• Baisse de la capture cérébrale d’ammoniaque
• Patients ayant une • Baisse de la pression intracrânienne
IHA
• Baisse du flot sanguin cérébral (Jalan et al.,
.
. , .
. 001)
• Retabl issement de I autoregulation du flot sanguin
cérébral
• Patients ayant une • Baisse de la concentration artérielle des cytokines
IHA pro-inflammatoires TNFŒ, IL-1r3 et IL-6
• Baisse de relâche des cytokines pro-inflammatoires (Jalan et al.,
TNFŒ, IL-1F3 et IL-6 par le cerveau 2004a)
e Baisse des niveaux artériels de marqueurs du stress
oxvclati I’ (malonyldialclehvde et nitrates/nitrites)
Tableau 1.3 Effets de l’hypothermie légère lors de l’IIIA
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6. Buts de l’étude proposée
Afin d’améliorer notre compréhension des mécanismes pathophysiologiques
responsables des complications cérébrales associées à l’IHA, nous avons entrepris l’étude
des changements de l’expression génique du SNC survenant lors de l’THA. Les objectifs de
la présente étude sont donc. dans un premier lieu
• d’identifier et de caractériser certains changements d’expression survenant lors de
l’II-IA expérimentale, et
• d’évaluer les conséquences possibles de ces changements d’expression sur la
fonction du SNC
Pour ce faire nous avons utilisé un modèle expérimental d’IHA très bien caractérisé par
notre unité de recherche soit le rat ayant une dévascularisation hépatique complète. Il s’agit
d’un modèle éprouvé pour l’étude des complication neurologiques de l’IHA puisqu’il
cause, de façon très reproductible. une encéphalopathie hépatique progressive dont les
stades peuvent être évalués par un examen sommaire. accompagnée d’un oedème cérébral.
L’ utilisation d’animaux modifiés génétiquement (« knock-outs », animaux
transgéniques) permettrait de mieux comprendre les conséquences des changements de
l’expression génique du SNC survenant lors de l’IRA. Cependant, l’absence d’un modèle
expérimental adéquat d’il-lA chez la souris limite présentement l’élaboration d’études
faisant appel à ces technologies. Dans un deuxième volet, la présente étude a donc pour but
de:
• caractériser, d’un point de vue neurologique, un nouveau modèle d’IRA causée par
la toxine hépatique azoxyméthane (AOM) chez la souris, et
• d’évaluer les effets de l’hypothermie légère dans ce modèle d’IRA.
CHAPITRE 2:
PAR lIE 1:
MODIFICATIONS 1)E L’EXPRESSION GÉNIQUE DU SYSTÈME NERVEUX
CENTRAL LORS I)E L’INSUFFISANCE HÉPATIQUE AIGUÉ
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Loss ofExpression cf Gilcil Fibrillciry A cidic Protein in A cttte Hyperammonernia
Neurochernistry International (2002), 41(2-3), 155-160.
Mireille Bélanger. Paul Desjardins. Nicolas Chatauret and Roger F. Buflerworth
Unité de Recherche en sciences neurologiqctes, Hôpital Saint-Lue (CHUM), Montréal,
Québec, Canada, H2X 3.T4
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Abstract
GFAP is a major component of the guai filament network and alterations in
expression of this protein have been reported in response to acute ammonia exposure in
vitro. In order to determine the effects of acute hyperammonemia on GFAP expression,
brain extracts fi-om rats with acute liver failure due to hepatic devascularization
(portacaval anastornosis followed 24 h. later by hepatic arlery ligation) were analyzed
for GFAP rnRNA using RT-PCR and appropriate oligonucleotide primers. GFAP
protein was assayed by immunoblotting using a polyclonal antibody. Hepatic
devascularization resulted in a significant 55-68% decrease (p<O.Ol) of GFAP mRNA
and a concomitant loss of GFAP protein at precoma and coma stages of encephalopathy
when brain water content vas sieiiflcant1v increased and brain ammonia concentrations
were in the millimolar range. Expression of a second guai filament protein S-100t3 were
unaffected by acute hyperammonemia. These findings suggest n role for GFAP in celi
volume regulation and that loss of GFAP expression could contribute to the
pathogenesis of brain edema in acute hyperammonemic syndromes.
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Introduction
Acute hyperammonemia resulting from fulminant (or acute) liver failure is
associated with alterations in expression of genes coding for key astrocytic proteins in
brain (Butterworth, 2001). Such proteins include the peripheral-type benzodiazepine
receptor (Desjardins et al.. 2001): the glutamate transporter GLT-1 (Knecht et al., 1997);
the glycine transporter (GLYT-1) (Zwingmann et al., 2001) and the water channel
protein, aquaporin IV (Margulies et al.. 1999).
Guai fibrillary acid protein (GFAP) is a 50 KDa intracytoplasmic filamentous
protein that constitutes the major componeHt of intermediate filaments in differentiated
astrocytes of the central nervous system (Eng et al., 2000). Arnong other functions,
GFAP modulates astrocvte motility and shape by providing stuctural stability to
astrocytic processes. GFt-\P represents the most specific astrocytic marker under normal
and pathological conditions and antisera to GFAP are routinely used to identify
astrocytes in tisstie sections. Alterations of GFAP immunolabelling have been described
in experimental (Norenberg. 1977; Suarez et al., 1996) and hurnan (Sobel et al, 1981;
Kretzschmar et al.. 1985: Kimura and Budka. 1986) hepatic encephalopathy, a disorder
associated with chronic hyperammonemia and pathological changes to astrocytes in
brain generally referred te as Alzheimer type II astrocytosis. a term first coined by von
Hsslin and Alzheimer in 1912. In contrast to chronic hyperammonernia, the effects of
acute hyperammonemia on GFAP expression have not been systematicalÏy studied. The
aim of the present investigation. therefore. was the assessment of GFAP mRNA and
protein expression in brain in n weii-characterized experirnental rnodei of acute
hyperammonemia, the hepatic devasc ni arizeci rat.
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Experimental procedures
Anima! sttrgery
Male Sprague-Dawley rats (175-200 g) were anesthetized with halothane, and an
end-to-side portacavai anastomosis was performed according to the guidelines of Lee
and Fisher (1961). Rats underwent a laparotomy, the inferior vena cava and portai vein
were isolated and clamped using anastomosis clarnp (Roboz Instruments mc,
Washington D.C.) and an elliptical portion of the vein 1.5 tirnes the diameter of the
portai vein was removeci. The portai vein was ligated and cut, and an end-to-side
anastomosis was performed under a dissecting microscope. Total surgery tirne was <15
min. Sham-operated control rats. rnatched for weight, were similarly anesthetized and
the inferior vena cava was clamped for 15 min. Following surgery ail animais were
individually housed with fi-ce access to food and water under constant conditions of
temperature, hurnidity, and light cycles -
forty-eight hours after portacaval anastornosis or iaparotomy, rats were
reanesthetized and subjecteci to hepatic artery ligation (HAL) and either sacrificed 6 h
afier HAL or aiiowed to proceed to precoma stages (loss of righting reflex) and coma
stages (loss of corneai reflex) of encephaiopathy. Ail the above surgicai methods were
in accordance with the Guidelines of Canadian Council of Animal care and were
approved by Animai Research Committee at Saint-Lue Hospitai (C.H.U.M.).
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Tissue Sampting
Groups of rats were sacrificed by decapitation. Brains were rapidly removed, dissected
on ice and were immediately fiozen in isopentane. Ail tissues were stored at —70°C until
use.
Brain water rneasttreineizt
One cerebral hemisphere was kept at 4°C and brain water measured at coma
stages of encephalopathy. The brain was cut into 2-mm suces, and 1-mm punch biopsy
specimens were obtained from the gray matter of the cerebral cortex. Water content of
each specimen was measured gravimetrically using a density gradient of bromobenzene
kerosene precalibrated with K2 804 as previously described (Marmarou et al., 1978).
The cortical samples were placed onto the fluid colurnn, and the equilibration point was
measured within 2 min. The specffic gravity of the tissue was calculated and resuits
were expressed as percentage of water content. Eight measurements were made per
animal, and values were arithmetically averaged.
Western btot anatysis
Tissues were homogenized in 50 mM Tris-HC1 buffer, and a protease inhibitor
mixture consisting of Ï mM EDTA. 0.1 tM pepstatin A, 1 ig/ml leupeptin, 1 jig/ml
aprotinin, and 100 ig/m1 phenylmethyl-sulfonyl fluoride. Afier centrifugation at 12,000
g for 45 mm, proteins (40 jig) were boiied for 5 min in loading buffer (50 mM Tris-HCÏ,
pH 6.8, 10% glycerol: 2% sodium dodecyl sulfate, 0.1 M dithiotbreitol, 0.1%
bromophenol blue). Proteins were resolvecl by 8% denaturing SDS-polyacrylamide gels
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and transferred overnight to PVDF membranes. The membranes were blocked for 2 h in
Tris-buffered saline (TBS) containing 5% dry milk and 0.1% Tween 20, then incubated
for 1 h with a goat polyclonai antibody (0.2 tg!mi) directed against GFAP (Santa Cruz
Biotechnology, CA). The blots were subsequently probed with anti-goat horseradish
peroxidase-conjugated antiserum (Promega, Madison, WI) diluted 1/10 000 in the same
buffer. Afier extensive washing with TBS, the peroxidase activity was detected by
cheminulescence using the ECL detection system (Amersham, Arlington Heights, IL).
RNA extraction
Total RNA was extracted using TRI Reagent (MRC Inc., Ohio) according to the
manufacturer’s protocol. Putative contaminating DNA was eliminated by adding 100 U
of RNase-free DNase I per 50 cg of total RNA at 37°C for 1 h. Purified RNA was then
extracted with phenol, precipitated with ethanol and resuspended in
diethylpyrocarbonate-treated water. RNA samples were stored at -70°C until use.
RT-PCR analysis
GFAP and S-100F3 expression were measured by the reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR). -Actin was used as an internai standard to
monitor loading variations. Total RNA (1 tg) was mixed with 10 mM Tris-HC1 (pH
8.3), 1.5 mM MgCi2, 0.01%(w/v) bovine serum aibumin, 100 1iM dNTPs, primers at 1
iM each, AMV reverse transcriptase (80 U/ml), Taq DNA poiymerase (20 U/ml) and 50
iCi/m1 [a32P]dCTP (3000 Ci/mmol), in a total reaction volume of 50 d. The reactions
were initially heated at 50°C for 15 min followed by PCR at 95°C for 30 sec, 60°C for 45
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sec and 72°C for 1 min. Amplification efficiency conditions were deterrnined afler a
kinetic study, to ensure ail experiments were performed within the exponential phase of
amplification where PCR product remains proportional to initial template concentration
(data flot shown). /3-Actin, GFAF and S-100/3 mRNAs were amplified for 12, 19 and 25
cycles respectively. After amplification, the samples were electrophoresed onto 8%
polyacrylamide gels, dried, autoradiographed at -70°C with an intensifying screen. Each
band was excised and Cerenkov radiation was quantitated using a 13-counter.
Oligonucleotide primers were designed using the PRIME program (Genetic Computer
Group, Wisconsin) and synthesized by the Sheldon Bioteclmology Center (McGill
University, Quebec) based on the following GeneBank accession numbers: X00351 (f3-
Actin, Nudel et al., 1983), M91652 (GFAP, feinstein et al., 1992) and X01090 ($10013,
Kuwano et al.. 1984). The forward and reverse primer sequences were as follows:
CATCCCCCAAAGTTCTAC and CCAAAGCCTTCATACATC (13-A ctin, 347bp);
ACATCGA GATCGCCACCTAC and ACATCACATCCTTGTGCTCC (GFAP,
219bp); ATGTCTGAGCTGGAGAAGG and GAACTCATGACAGGCTGTG ($100-fi,
264bp). The specificity of the oligonucleotide primers was verified using the program
BLA$TN (National Center for Bioteclmology Information, Bethesda, MD).
Statistica! a;ialysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). Differences between
groups were evaluated by the post-hoc Turkey Test. A p value <0.05 was considered to
indicate a significant difference.
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Resuits
Brain water content in the frontal cortex of ALF rats are shown in Table 1.
Hepatic devascularization resulted in significant 1.8% and 2.7% increases (p<O.Ol) in
brain water content at precoma and coma stages of encephalopathy, respectively. Brain
water content was flot altered at the earlier time point (HAL-6h) following hepatic
devascularization.
Rats Brain water (%)
Sham 80.26 +1- 0.22
HAL-6h 80.50 +7- 0.19
Precoma 81.74+!- 0.25*
Coma $2.46 +7- 0.06*
Tabk 1. Brain water content in rats with ALF resulting from hepatic devascularization
compared to sham-operated controls. Precoma and coma time points are defined as loss
ofrighting and comeal reflexes, respectively. Data expressed as mean values +7- S.D. of
duplicate determinations from 8 rats per group. Values significantly different from
sham-operated controls at each tirne point indicated by *p<0.01 by ANOVA; HAL,
hepatic artery ligation.
RT-PCR analysis revealed a significant 45% decrease (p<O.0S) in the steady
state level of GFAP mRNA occurring as early as 6h following hepatic devascularization
with further decrease (55-68%, p<O.Ol) occurring at precoma and coma stages of
encephalopathy (Figure 1). The loss of GFAP mRNA following hepatic
devascularization was selective since expression of the mRNA encoding the guai
filament S-100f3 was unchanged in ALF rats (Figure 2).
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Figure 1. Decreased expression of Guai Fibrillary Acidic Protein (GFAP)
mRNA in the brains of rats with acute liver failure. Total RNA was extracted
from the frontal cortex of rats with acute liver failure at coma (lanes 12-14) and
precoma (lanes 9-11) stages of encephalopathy, 6 hours following hepatic artery
ligation (HAL-6h; lanes 6-8) or from sham-operated controls (lanes 3-5). -Actin
(347bp) and GFAP (21 9bp) were reverse-transcribed and amplffied by PCR for 1$
and 19 cycles, respectively. Lane 1: molecular weight standards (bp); lanes 2:
AMV reverse transcriptase was omitted (as a negative control) from the reaction
mixture.
STD sham coma(pb) -
310 -.
4—f3A ctin
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Figure 2. Expression of S-100f3 mRNA in the brains of rats with acute liver
failure. Total RNA was extracted from the frontal cortex of rats with acute liver
failure at coma stages of encephalopathy (lanes 9-14) or from sham-operated
controls (lanes 3-8). f3-Actin (347bp) and S-10013 (270bp) were reverse-transcribed
and amplifled by PCR for 17 and 25 cycles, respectively. Lanel: molecular weight
standards (bp); lanes 2: AMV reverse transcriptase was omitted (as a negative
control) from the reaction mixture.
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Effect of ALF on GFAP protein in cerebral cortex is shown in Figure 3. As can
be seen, GFAP expression was unchanged 6 h following hepatic devascularization
(HAL-6h), in spite of a downregulation of the GFAP mRNA (figure 1). However, ALF
resulted in a significant 43% and 58% decreases (p<O.O5) in GFAP expression at
precoma and coma stages of encephalopathy, respectively. These findings suggest that
the loss of GFAP expression resuits prirnarily from decreased transcription or decreased
stability ofthe GFAP mRNA.
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Figure 3. GFAP protein expression in the brains of rats with acute liver
failure. A- Proteins were extracted from the frontal cortex of rats at different
time points following hepatic artery ligation (HAL) and probed by western blot
with a polyclonal antibody against GFAP. Lanes 1-2: sham-operated controls;
lanes 3-4: HAL-6h (no signs of encephalopathy); lanes 5-6: precoma (loss of
righting reflex); lanes 7-8: coma (loss of comeal reflex). B- Schematic
representation ofthe data shown in panel A; HAL: hepatic artery ligation.
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Discussion
Resuits of the present study reveal a significant loss in expression of GFAP
mRNA and protein in frontal cortical extracts from rats with acute hyperammonemia
resulting from hepatic devascularization. Reduced expression of GFAP occurred at
both precoma and coma stages of encephalopathy and was selective; concomitant
expression of a second protein constituent of guai filaments, S-1 00f3, was unchanged.
Reduced GFAP gene expression in this model of acute hyperammonemia occurred at
brain ammonia concentrations in the millirnolar range confirming previous reports
where it was demonstrated that exposure of primary rat cortical astrocytes to
millimolar ammonia concentrations Ied to a destabilization of GFAP mRNA (Neary
et ai., 1994) and to a concomitant loss of GFAP protein expression (Norenberg et al.,
1990; Haghighat et al., 2000).
Previous reports described significant alterations of GFAP immunolabelling
of astrocytes in experimental and human chronic liver failure, a condition which is
associated with moderate degrees of hyperammonemia. However, the findings are
somewhat inconsistent. for example, GFAP-immunolabelled astrocytes were found
to 5e decreased in number in cerebrai cortex of rats with chronic liver failure
resuiting from portacaval anastornosis (shunting) (Norenberg, 1977). However,
longer periods of shunting led to either increases or decreases in GFAP
immunostaining of astrocytes depending upon their proximity to blood capillaries or
adjacent neuronal elements (Suarez et al., 1996; 1998). Simiiarly, in human chronic
liver failure, GFAP immunolabelled celis were reportedly decreased in basal ganglia,
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cerebral cortex and thalamic structures (Sobel et al., 1981). However, a more recent
study revealed that GFAP immunolabelling of cerebeÏtar Bergmann glia in human
chronic liver failure was unchanged (Kril et al., 1997). The explanation for these
inconsistencies is unknown at the present time but may relate to the well established
heterogeneity of astrocytic rnetabolism and function in the mammalian brain
(Hansson 1988). Chronic hyperammonemic states resulting from chronic liver failure
or from congenital urea cycle disorders are associated with a characteristic alteration
in astrocytic morphology known as Alzheimer type II astrocytosis in which astrocytes
manifest a large, swollen nucleus, prominent nucleolus, margination of their
chromatin pattern and glycogen deposition (von H.5ss1in and Alzheimer, 1912;
Norenberg, 1977; Horita et aI., 1981). Sobel et al. (1981) reported that the Alzheimer
type II change was associated with a loss of expression of GFAP in cerebral gray
matter in structures in 10 cases of end-stage chronic liver failure. Both the degree
and frequency of GFAP-immunostained celis were decreased throughout basal
ganglia, thalamus and cerebral cortex. However, a more recent study could find no
significant correlation between Alzheimer type II changes and GFAP
immunolabelling intensity in Bergmann glial cells in sections of cerebellar vermis
from 15 similar cases (Kril et aI., 1997). Increased GFAP-imrnunolabelling lias been
described in hypothalamic (Suarez et al., 1996) and hippocampal (Suarez et al., 1998)
structures of rats with chronic hyperammonemia resulting from chronic liver failure
(portacaval anastomosis). However, it is unclear whether or flot portacaval
anastomosis is associated with Alzheimer type II changes or flot (Cavanagh et al.,
1972; Pilbeam et al., 1983). Results of the present study clearly show a significant
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loss of GFAP mRNA and protein in an experimental animal model of acute liver
failure in which astrocytic swefling and brain edema (rather than Alzheimer type II
changes) are the characteristic neuropathologic feature (Ganz et al., 1989). Together
with the report of Kril et al. (1997), these findings do flot support the contention that
alterations in expression of GFAP are a mandatory component of the Alzheimer type
II change.
Astrocytic swelling may be sufficiently severe to cause brain edema, the
complications of which (intracranial hypertension, brainstem herniation) are the
major causes of death in acute liver failure. The occurrence of brain edema is
significantly correlated with arterial ammonia concentrations in acute liver failure
(Clemmensen et al., 1999). Resuits of the present study suggest that the loss of
GFAP may be implicated in the pathogenesis of the astrocytic swelling which is
characteristic of acute hyperammonemia. Consistent with this possibility is the report
that the cytoskeletal network, of which GFAP is a key component, is irnplicated in
ce!! volume regulation (Cornet et al., 1993). Additional studies in mice deficient for
both GFAP and vimentin have shown altered astrocytic taurine release following
hypotonic stress (Ding et al., 1998) provides further evidences for a role of the
cytoskeleton in astrocyte volume regulation and the involvement of intermediate
filaments in this process. Furthermore, exposure of cultured astrocytes to ammonia
results in ceil swelling and a concomitant loss of GFAP expression (Norenberg et al.,
1990; Norenberg et al., 1991) suggesting that GFAP content of the ceil may
determine its viscoelastic properties.
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In conclusion, acute hyperammonemia resulting ftom hepatic
devascularization leads to a significant loss of GFAP gene and protein expression at
precoma and coma stages of encephalopathy. Loss of GFAP expression in this model
of acute hyperammonemia occurs when brain ammonia concentrations are in the
millimolar range and correlates with increase brain water content. These findings are
consistent with a role for GFAP in the pathogenesis of twain edema in acute
hyperammonemia.
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Abstract
Mild hypothermia has proven to be useftil in the clinical management of patients
with acute liver failure. Acute liver failure in experimental animais resuits in alterations in
the expression of genes coding for astrocytic proteins including the “peripheral-type”
(astrocytic) benzodiazepine receptor (PTBR), a mitochondrial complex associated with
neurosteroid synthesis. To gain further insight into the mechanisms whereby hypothermia
attenuates the neurological complications of acute liver failure, we investigated PTBR
expression in the brains of hepatic devascularized rats under normothermic (37 °C) and
hypothermic (35 °C) conditions. PTBR mRNA was measured using semi-quantitative RT
PCR in cerebral cortical extracts and densities of PTBR sites measured by quantitative
receptor autoradiagraphy. At coma stages of encephaÏopathy, animais with acute liver
failure manifested a significant increase of PTBR mRNA levels and brain pregnenolone
content and [3H]PK11 195 binding site densities were concomitantly increased. Mild
hypothermia prevented brain edema and significantly attenuated the increased receptor
expression and pregnenolone content. These findings suggest that an attenuation of PTBR
up-regulation resulting in the prevention of increased brain neurosteroid content represent
one ofthe mechanisms by which mild hypothermia exerts its protective effects in ALF.
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Introduction
Up-regulation ofthe peripheral-type (astrocytic) benzodiazepine receptor (PTBR) in
the brain is a consistent finding in various hyperammonemic syndromes including acute
and chronic liver failure (see (Bélanger et al., 2003) for review). Unlike the central
benzodiazepine receptor which is expressed solely in the central nervous system (CNS) in
association with GABAA receptors, PTBR is found in the CNS as welI as in various
peripheral tissues and is flot allosterically coupled to GABAA receptors (Woods et
Williams, 1996). In the CNS, PTBR is localized on the outer mitochondrial membrane
(Anhoit et al., 1986) of guai ceils where it forms a heteromeric complex of three subunit
proteins namely the isoquinoline carboxamide binding protein (IBP; 1$ kDa), a voltage
dependent anion channel (VDAC; 32 kDa) and an adenine nucleotide carrier (ANC; 30
kDa) (McEnery et al., 1992).
PTBR has been implicated in a number of cellular functions including the regulation
of celiular proliferation (Aiho et ai., 1994), heme biosynthesis (Taketani et al., 1995),
immunomodulation (Woods et Williams, 1996) and regulation of the mitochondrial
permeability transition pore and apoptosis (Castedo et al., 2002; Casellas et al., 2002).
However, its rote in steroidogenesis is probably the best characterized function of PTBR
(Papadopoulos et al., 1997). PTBR mediates the transport of cholesterol to the inner
mitochondrial membrane where it is metabolized to pregnenolone by the cytochrome P450
side-chain cleavage enzyme. Pregnenolone is the precursor molecule for the synthesis of
steroids, some of which are synthesized in the brain (Mellon et Griffin, 2002). It has been
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suggested that increased production of neurosteroids with potent modulatory effects on
GABAergic and glutamatergic neurotransmitter systems may lead to disturbances in
excitatory and inhibitory neurotransmission and contribute to hepatic encephalopathy (HE)
(Jones, 2002) and brain edema (Bender et Norenberg, 1998) in acute liver failure (ALf).
Previous studies conducted in animal models as well as in patients with ALF have
demonstrated protective effects of mild hypothermia in this condition which significantly
delays the onset of encephalopathy and prevents brain edema in rats with ALF due to
hepatic devascularization (Rose et al., 2000). The present study was undertaken to
determine the effects of mild hypothermia on PTBR expression in the brain of rats with
ALF in order to provide better understanding ofthe role ofthe PTBR in the pathogenesis of
hepatic encephalopathy and brain edema, two major complication of ALF.
Materials and Methods
Animal surgery
Male $prague-Dawley rats (175-200 g) were anesthetized with halothane, and an
end-to-side portacaval anastomosis was performed according to the guidelines of Lee and
fisher (1961). Rats underwent a laparotomy, the inferior vena cava and portai vein were
isolated and clamped using an anastomosis clamp (Roboz Instruments mc, Washington
D.C.) and an elliptical portion of the vein 1.5 times the diameter of the portai vein was
removed. The portai vein was ligated and cut, and an end-to-side anastomosis was
performed under a dissecting microscope. Total surgery time was <15 min. Sham-operated
control rats, matched for weight, were similarly anesthetized and the inferior vena cava was
ciamped for 15 min. FolIowing surgery ail animais were individuaÏly housed with free
access to food and water under constant conditions of temperature, humidity, and light
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cycles. Twenty-four hours aller portacaval anastomosis, rats were reanesthetized and
subjected to hepatic artery ligation (HAL). foliowing HAL, body temperature was
monitored and maintained at 37°C by means of heating pads (ALF-37). Hypothermia
occurred spontaneously in the absence of externai heating and body temperature was
maintained at 35°C using heating pads when necessary (ALf-35). When coma stage of
encephaiopathy was reached (defined as the ioss of righting and corneai reflexes),
normothermic animais were sacrificed by decapitation and the brain was rapidly removed,
dissected on ice and was immediateiy frozen in isopentane. Ail tissues were stored at —70°C
until use. Hypothermic animais were sacrificed in paraiiei with comatose normothermic
animais. Ail the above surgical methods were conducted in accordance with the Guidelines
of Canadian Council of Animai care and were approved by Animai Research Committee at
Saint-Lue Hospitat (C.H.U.M.).
Brai,, water measurenient
Brains were kept at 4°C and eut into 2-mm suces. 1-mm punch biopsy specimens
were obtained from the gray matter ofthe cerebral cortex. Water content of each specimen
was measured gravimetricaiiy using a density gradient of bromobenzene-kerosene
precaiibrated with K2S04 as previously described (Marmarou et ai., 197$). The corticai
sampies were placed onto the fluid column, and the equilibration point was measured
within 2 min. The specific gravity ofthe tissue was caicuiated and resuits were expressed as
percentage of water content. Eight measurements were made per animal, and values were
averaged.
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RNA extraction
Total RNA was extracted using TRI Reagent (MRC Inc., 0h10) according to the
manufacturer’s protocol. Putative contaminating DNA was eliminated by adding 100 U of
RNase-free DNase I per 50 jig of total RNA at 37°C for 1 h. Purffied RNA was then
extracted with phenol, precipitated with ethanol and resuspended in diethylpyrocarbonate
treated water. RNA samples were kept at -70°C until use.
RT-PCR analysis
3-Actin was used as an internai standard to monitor loading variations. Total RNA
(1 jig) was mixed with 10 mM Tris-HC1 (pH 8.3), 1.5 mM MgCl2, 50 mM KC1,
0.01%(w/v) bovine serum albumin, 100 jiM dNTPs, primers at 1 tM each, AMV reverse
transcriptase (80 U/ml), Taq DNA polymerase (20 U/ml) and 50 iCi/ml [Œ32P1dCTP (3000
Ci/mmoi), for a total reaction volume of 50 tl. The reactions were initially heated at 50°C
for 15 min followed by PCR at 95°C for 30 sec, 62°C for 45 sec and 72°C for 1 min.
Amplification efficiency conditions were determined afier a kinetic study, to ensure ail
experiments were performed within the exponential phase of amplification where PCR
product remains proportional to initial template concentration (data flot shown). /3-Actin and
PTBR were ampiified for 1$ and 30 cycles respectively. Afier amplification, the samples
were electrophoresed onto 9% polyacrylamide gels, dried, autoradiographed at -70°C with
an intensifying screen. Each band was excised and Cerenkov radiation was quantitated
using a /3-counter. OligonucÏeotide primers were designed using the PRIME program
(Genetic Computer Group, Wisconsin) and synthesized by the Sheldon Biotechnology
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Center (McGiÏl University, Quebec) based on the following GeneBank accession numbers:
V01217 (/3-Actin: (Nudel et al., 1983)) and J05122 (PTBR: (Sprengel et al., 1989)). The
forward and reverse primer sequences were as follows: 5’- CATCCCCCAAAGTTCTAC —
3’ and 5’- CCAAAGCCTTCATACATC - 3’ (3-Actin, 347bp); 5’-
CCATGCTCAACTACTATGTATGGC - 3’ and 5’- GTACAACTGTCCCCGCATG - 3’
(PTBR, 234 bp). The specificity of the oligonucleotide primers was verified using the
program BLASIN (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD).
[3H]PK11195 autoradiography
PTBR binding sites were determined by autoradiography using the specific PTBR /
IBP ligand [3H]PKY 1195 as described before (Leong et al., 1996). 20 jiM thick sagittal
brain sections were cut using a cryostat and thaw-mounted on gelatin-coated microscope
siides. Sections were allowed to dry and stored at —20 oc until use. Sections were then
warmed up to room temperature and incubated for 60 min at in 170 mM Tris-Hcl buffer
(pH = 7.4, 25 oc) containing 1 nM [3H]PKY 1195 (specific activity $5.5 ci/mmol;
PerkinElmer, Boston, MA). Non-specific binding was determined on adjacent sections
incubated in the same buffer in the presence of I mM unlabelled PK11195. following the
incubation period, sections were rinsed twice for 5 min in ice-cold buffer, dipped in ice
cold distilled water and dried rapidly under a stream of cold air. Dried sections and
calibrated [3H] microscale standards (Amersham, NI) were apposed to tritium sensitive
Hyperfiim (Amersham) for 4 weeks at 4 °C. films were developed and tissue
concentrations of [3H]PK11195 were determined by quantitative densitometry analysis
using an MCID computer-based densitometer and image-analysis system (Imaging
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Research Inc., Canada). The arnount of ligand bound to various brain regions was
calculated from the specffic activity of the ligand. Specific activity was calculated by
subtracting the non-specific binding from the total binding of corresponding brain regions
on adjacent tissue sections.
Brai,, pregnenotoiie content measurement
Cerebral cortex was dissected and homogenized in 2.5 mL hexane (Mallinckrodt
Baker, NJ) together with an intemal standard solution containing trace amounts of
[3H]pregnenolone for recovery determination. Samples were vortexed for 1 min and
supematant was removed afier centrifugation (3000 rpm, 5 mm). Extraction was then
repeated with an additional 2.5 mL of hexane and the supernatants from both extractions
were pooled. Samples were evaporated to dryness and resuspended in steroid diluent (ICN
Biomedicals, CA). Pregnenolone content was measured using a radioimmunoassay kit
according to the instructions supplied by the manufacturer (ICN Biomedicals).
Statisticat anatysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). Differences
between groups were evaluated by the post-hoc Tukey Test. A p value <0.05 was
considered to indicate a significant difference.
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Resuits
Foilowing hepatic devascularization, normothermic animais developed symptoms of
encephaiopathy progressing from iethargy to ioss of righting abiiity (precoma stage) and
loss of comeal reflex (coma stage). Hypothermia significantly siowed the onset of
encephalopathy with the resuit that at the time normothermic rats were comatose,
hypothermic animais had flot started to show significant neurological deterioration. Rats
sacrificed at coma stage of encephaiopathy had significantiy higher brain water content (p <
0.01) whiie paired rats kept miidly hypothermie had brain water content similar to that of
sham-operated animais (Figure 1).
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Figure 1. Brain water content in rats with ALF due to hepatic
devascularization compared to sham-operated controls. Normothermic rats
(ALf-37; Â) had significantly higher brain water content compared to sham
operated controls (SHAM; •) or hypothermie rats (ALF-35; •). Data points
represent individuai animais and horizontal bars indicate mean values of n 6
animais per experimentai group. $ignificant differences between groups are
indicated by respective p values.
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RT-PCR analysis reveaied a significant increase in the steady state level of FTBR
mRNA following hepatic devascularization both in normothermic (113%, p < 0.001) and
hypothermic (80%, p <0.001) animais. However, mRNA levels were significantiy lower (p
< 0.05) in hypothermie compared to normothermic animais (figure 2). This increase of
PTBR gene expression was selective since mRNA level of glutamine synthetase, an
astrocytic marker protein, was unchanged (data not shown).
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Figure 2. Increased expression of IBP in the cerebral cortex of rats with ALF
due to liepatic devascularization. Totai RNA was extracted from the frontal
cortices of sham-operated rats and ALF rats maintained normothermic (ALf-3 7) or
miidly hypothermie (ALF-35). 3-actin (347bp) and IBP (234 bp) were reverse
transcribed and ampiified by PCR for 18 and 30 cycies, respectiveiy. Representative
samples are shown. Values represent mean ± SEM (n=r4). * p <0.001 compared to
sham-operated group; p < 0.05 compared to ALf-35 group determined by
ANOVA and post-hoc Newman-Keuis test.
Ï
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Hepatic devascularization aÏso resuÏted in a significant (42 ¾; p <0.05) increase in
[3H]PK1 1195 binding sites in the cerebral cortex of rat with ALF and maintained mildly
hypothermie (figure 3). [3H]PK1 1195 binding sites were further increased in ALF rats
maintained normothermic (157 % compared to sham, p <0.001; 81% compared to ALf-3 5,
p < 0.001) (figure 3). Brain pregnenolone levels were significantly elevated (2.1-fold
compared to sham; p <0.05) in the cerebral cortex of ALF rats maintained normothermic
(figure 4); mild hypothermia prevented the increase ofbrain pregnenolone (figure 4).
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Figure 3. (311JPK11195 binding site densities in the cerebral cortices of ALF
due to liepatic devascularization. ALF rats maintained normothermic (ALf-37;
n=5) or mildly hypothermie (ALf-35; n=6) had higher [3H]PK1 1195 binding site
densities compared to sharn-operated controls (SHAM; n=6). Values represent
mean ± SEM. * p <0.05 compared to shams; ** p <0.001 compared to shams;
<0.001 compared to ALf-35.
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figure 4. Pregnenolone concentration in the cerebral cortices of ALF rats due
to hepatic devascularization. ALF rats maintained normothermic (ALF-37; n=5)
had significantly higher pregnenolone levels compared to ALF rats maintained
mildly hypothermie (ALf-35; n=z6) or sham-operated controls (SHAM; n6).
Values represent mean + SEM. * p <0.05 compared to shams.
Discussion
Induction of PTBR expression in the brain is a consistent finding associated with
both acute and chronic liver failure. Increased densities of binding sites for the PTBR
ligand [3Hj PK1 1195 were reported in the brains of rats following portacaval anastomosis,
an experimental model ofchronic liver failure (Desjardins et al., 1999; Rao et al., 1994) as
well as in the frontal cortex and caudate nuclei of cirrhotic patients who died in hepatic
coma (Lavoie et al., 1990). The use of Positron Emission Tomography (PET) with
[“C]PKI 1195 as a ligand revealed that the increase in brain PTBR binding sites was
*
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positively correlated with the degree of cognitive impairment in cirrhotic patients as
assessed by psychometric testing (Cagnin et al., 2001). furthermore, the increase of PTBR
expression in the cerebral cortex of cirrhotic patients is correlated with the presence of
Alzheimer type II astrocytosis, a characteristic neuropathological finding in patients with
chronic liver disease, suggesting a possible role of PTBR in the occurrence of astrocytic
changes associated in chronic 11E (Bélanger et al., 2003). Experimental ALF induced by the
administration of the hepatotoxin thioacetamide (TAA) to mice also resulted in increased
brain PTBR binding sites (Itzhak et al., 1995; Kadota et al., 1996) as a resuit of increased
levels of PTBR/ isoquinoline binding protein rnRNA (Kadota et al., 1996).
The precise mechanisms responsible for the induction of PTBR in ilver failure are
not completely understood. However, a number of studies suggest that hyperammonemia,
which is a common feature of chronic and acute liver failure, may be implicated. In support
of this hypothesis, brains of mice administered ammonium acetate manifested an increased
number ofbinding sites for [3fl] PKI 1195 and [3H] Ro5-4864, two specific PTBR ligands
(lizhak et al., 1995). In addition, mice with chronic hyperammonemia due to congenital
omithine transcarbamylase deficiency (sparse fur (spf/Y) mice) also display increased brain
[3H] PK1 1195 binding site densities (Rao et al., 1993). furthermore, exposure of cultured
astrocytes to pathophysiological concentrations of ammonia for 24 h resuits in an increased
number of{3H] PK11195 binding sites (Itzhak et Norenberg, 1994).
Considering the various cellular functions attributed to PTBR, unravelling the
precise consequences of an increased number of this receptor has proven challenging.
However, the role of PTBR in steroidogenesis is arguably its most extensively studied
function. PTBR mediates the transport of cholesterol from the outer to the iimer
$5
mitochondrial membrane where it is converted to pregnenolone by the action of the
mitochondrial side chain cleavage enzyme (Papadopoulos et aI., 1997; Li et Papadopoulos,
199$). Pregnenolone is the precursor molecule for the subsequent synthesis of
neurosteroids, some of which have potent modulatory effects on excitatory and/or
inhibitory neurotransmission (see (Mellon et Griffin, 2002) for review). Interestingly, the
administration of the neurosteroids tetrahydrodeoxycorticosterone (THDOC) and, more
effectively, tetrahydroprogesterone (THP) to mice recapitulates many of the symptoms
observed in HE (i.e.ataxia, loss of righting reflex, coma) (Norenberg et al., 1997). Resuits
from the present study indicate that the induction of PTBR was accompanied by increased
brain levels of the neurosteroid precursor pregnenolone in the cerebral cortex of rats at
coma stage of encephalopathy (figure 4). Similar increases of brain levels of pregnenolone
have been reported in mice with ALF resulting from administration of TAA (Itzhak et al.,
1995).
In vitro studies using cultured astrocytes demonstrate that the PTBR and
neurosteroids influence ammonia-induced astrocytic swelling; it was demonstrated that the
PTBR antagonist PK1 1195 attenuates ammonia-induced swelling whereas the PTBR
agonist Ro5-4$64 increases ammonia-induced swelling (Bender et Norenberg, 199$). In
addition, various neurosteroids can either potentiate or inhibit ammonia-induced swelling,
depending on the concentration used (Bender et Norenberg, 199$). Whether or not the
reported increase of PTBR expression and the increased levels of neurosteroid precursor
pregnenolone contributes to astrocytic swelling and brain edema in vivo during ALF awaits
flirther studies. However, this view is supported by the resuits of the present study
demonstrating that mild hypothermia prevented both the increase of PTBR expression,
$6
pregnenolone content and the rise of brain water content observed in paired ALF animais
kept normothermic. Studies in rats with hepatic devascularization have demonstrated a
protective effect ofmiid hypothermia in this model ofALf (Traber et al., 1989; Rose et al.,
2000; Chatauret et al., 2001; Chatauret et ai., 2003). Beneficial effects of hypothermia in
these animais include deiay in the onset of encephaiopathy, attenuation of the increase of
CSF ammonia concentration, prevention of brain ederna and improved brain glucose
metaboiism (Rose et ai., 2000; Chatauret et ai., 2003). Miid hypothermia lias aiso proven to
be a usefui tool in the management of patients with ALF by effectively reducing
intracranial pressure and improving cerebral perfusion pressure in patients awaiting
orthotopic liver transplantation (Jalan et ai., 1999). In the present study, we demonstrate
that mild hypothermia attenuates the increase of both FTBR / lB? mRNA expression and
[3H] PK1 1195 binding sites caused by hepatic devascularization. In addition, miid
hypothermia prevented the increase of pregnenolone ievels as well as brain water content
observed in the brain of rats with ALF at coma stage of encephalopathy. In view of these
findings, it is possible that miid hypothermia exerts sorne of its protective effects by
preventing the synthesis of neurosteroids that contribute to brain edema. It is unclear if the
attenuation of PTBR induction is a primary effect of mild hypothermia or is secondary to
the decrease brain ammonia concentration previousiy reported in the same model (Rose et
ai., 2000). Further studies are needed to clarify this issue.
In conclusion, resuits of the present study demonstrate that mild hypothermia resuits
in attenuation of PTBR induction and prevention of the increase of pregnenolone levels in
rats with hepatic devascularization. A better understanding of the various mechanisms by
which hypothermia exerts its protective effects is a valuable approach to further eiucidate
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the pathogenesis of hepatic encephalopathy and brain edema occurring as a resuit of acute
liver failure.
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Abstract
Acute liver failure is consistently accompanied by alterations in brain energy
metabolites and recent studies using Nuclear Magnetic Resonance suggest disturbances in
brain oxidative metabolism in experimental acute liver failure. Glucose transport across the
blood-brain barrier is essential to sustain brain energy metabolism and is accomplished by
the facilitative glucose transporter GLUT1. To further investigate alterations in brain
glucose uptake in acute liver failure, GLUT1 expression and [‘4C]2-deoxy-D-glucose
uptake were measured in the brains of rats with hepatic devascularization. RT-PCR and
Western blot analyses showed significant increases in steady-state levels of GLUT1 mRNA
and protein in frontal cortex as early as 6 hours following hepatic devascularization, (prior
to the onset of brain edema and encephalopathy) which remained elevated at coma stages of
encephalopathy. Expression of both the astrocytic (45 kDa) and endothelial (55 kDa) forms
of GLUT1 was increased as a resuit of hepatic devascularization. Exposure of cultured
astrocytes to pathophysiologically relevant concentrations of ammonia resulted in increased
GLUT1 expression, suggesting that elevated ammonia levels are responsible for GLUT1
up-regulation in acute liver failure. Increased GLUT1 expression in acute liver failure was
selective as the expression of the neuronal glucose transporter GLUT3 and other glucose
regulated proteins (GRP-78 and GRP-94) was unaltered. {‘4C]2-deoxy-D-glucose
autoradiography revealed increases in cerebral glucose uptake concomitant with induction
of GLUT1 in acute liver failure. These resuits suggest that ammonia-induced increases of
GLUT1 expression resulting in increased cerebral glucose uptake are implicated in the
pathogenesis of the neurological complications of acute liver failure.
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Introduction
Acute liver failure (ALf) is a serious condition that may result in severe
neurological complications such as hepatic encephalopathy and brain edema leading to
intracranial hypertension, brain hemiation and death. Recent spectroscopic studies in
experimental ALF reveal that alterations of brain oxidative glucose metabolism and
increased lactate synthesis may be implicated in the pathogenesis of the cerebral
complications of ALF (Chatauret et al., 2003; Zwingmann et al., 2003). Further supporting
a role of impaired brain energy metabolism in ALF, elevations of brain lactate
concentrations correlating with the degree of neurological impairment are consistently
reported in experimental models of ALF (Chatauret et al., 2001; Mans et aÏ., 1994; Nyberg
et al., 199$; Zwingmann et al., 2003). In addition, studies using cerebral microdialysis in
patients with ALF reveal that surges of intracranial hypertension are preceded by elevations
of extracellular lactate concentrations (Tofieng et al., 2002).
Despite its elevated metabolic demands, the brain has very littie energy reserves and
relies to a large extent on blood-borne glucose as its prime energy substrate. Glucose
transport across biological membranes is mediated by a farnily of facilitative, sodium
independent, glucose transporters. In the central nervous system (CNS), glucose transport
across the blood-brain banier (BBB) is mediated by the transporter GLUT1 (55 kDa) which
is highly expressed by endothelial celis (Maher et al., 1994). A second form of GLUT1 (45
kDa) differing from the 55 kDa form by the degree of glycosylation is expressed in the
cerebral parenchyma by astrocyte ccli bodies and processes as well as in astrocytic end feet
surrounding blood capillaries (Leino et al., 1997). Other isoforms of the glucose transporter
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family are expressed in the CNS in addition to GLUT1 the most important ones being
GLUT3 in neurons (Leino et al., 1997) and GLUT5 in microglia (Payne et al., 1997)
The present study evaluated the expression of GLUT1 at the mRNA and protein levels in
frontal cortex of rats with ALF resulting from hepatic devascularization. Brain glucose
uptake was evaluated in parallel in order to assess the functionai consequences of
alterations of GLUT1 expression. Furthermore, given the key role of ammonia in the
pathogenesis of encephaiopathy and brain edema in ALF (Butterworth, 2002), the effects of
ammonia exposure on glucose transporter expression and function were investigated in
primary cultures of rat cortical astrocytes.
Materials and Methods
Animal surgery
Male $prague-Dawley rats (175-200 g) were anesthetized with halothane, and an
end-to-side portacaval anastomosis was performed according to the guidelines of Lee and
Fisher (1961). Rats underwent a laparotomy, the inferior vena cava and portai vein were
isolated and clamped using an anastomosis ciamp (Roboz Instruments mc, Washington
D.C.) and an elliptical portion of the vein 1.5 times the diameter of the portal vein was
removed. The portai vein was ligated and cut, and an end-to-side anastomosis was
performed under a dissecting microscope. Total surgery time was <15 min. Sham-operated
control rats, matched for weight, were similarly anesthetized and the inferior vena cava was
clamped for 15 min. Following surgery ail animais were individually housed with free
access to food and water under constant conditions of temperature, humidity, and light
cycles. Twenty-four hours after portacaval anastomosis, rats were reanesthetized, subjected
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to hepatic artery ligation (HAL) and either sacrfficed 6 h after HAL or allowed to proceed
to coma stage of encephalopathy (loss of corneal reflex). Rats were sacrificed by
decapitation. Brains were rapidly removed, dissected on ice and were immediately frozen
in isopentane. Ail tissues were stored at —70°C until use. Ail the above surgical methods
were conducted in accordance with the Guidelines of Canadian Council of Animal care and
were approved by the Animal Research Committee at Saint-Lue Hospital (C.H.U.M.).
Western btot anatysis
Protein extracts were prepared as described by Nagamatsu et al. (1992). Briefly,
frontal cortex was dissected and homogenized in 10 mM Tris-HC1 (pH 7.4) containing 250
sucrose and a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Homogenates
were centrifuged at 900 g for 10 min at 4°C and resulting supematant was centrifuged at
110 000 g for 45 min at 4°C. Pellets were solubilized in 250 tL 10 mM Tris-HC1
containing 0.5 % Triton X-100, 0.5 % sodium deoxycholate and protease inhibitor mixture
for 1 h at 4 °C. The insoluble fraction was removed following centrifugation at 13 000 g for
30 min and protein samples of equal concentration were boiled for 5 min in loading buffer
(50 mM Tris-HC1, pH 6.8, 10% glycerol; 2% sodium dodecyl sulfate, 0.1 M dithiothreitol,
0.1% bromophenol blue). Proteins (50 jig) were resolved by 8% denaturing SDS
polyacrylamide gels and transferred ovemight to PVDF membranes. The membranes were
biocked for 1 h in Tris-buffered saline (TBS) containing 5% dry milk and 0.1% Tween 20,
then incubated for 1 h with a rabbit polyclonal antibody (0.2 tg/ml) directed against
GLUT1 (Santa Cruz Biotechnology, CA) or a monoclonal antibody (1/100 000 dilution)
directed against -actin (Sigma). The blots were subsequently probed with anti-rabbit or
anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated antiserum (PerkinElmer, Boston, MA)
9$
diluted 1/12 000 in the same buffer. Afler extensive washing with TB$ containing 0.1 %
Tween 20, the peroxidase activity was visualized by an enhanced chemiluminescence
detection system (PerkinElmer).
Immunohistochemistry
Paraffin-embedded sections (6 tm) were prepared from formalin-fixed brains. The
sections were rinsed with phosphate-buffered saline (PB$) and incubated with 0.3% H202
for 10 min to inactivate endogenous peroxidase. Non specific sites were blocked in PBS
containing 0.1% Triton X-100 and 5 % heat-inactivated donkey serum for 1 h. Sections
were incubated 1 h with rabbit anti-GLUTÏ polyclonal antibody (1/5000 dilution;
Chemicon International, Temecula, CA). Sections were then washed and incubated with
biotinylated donkey anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) at a 1:250 dilution for 1 h
at room temperature. Sections were washed with PBS and incubated with an avidin-biotin
peroxidase complex (Vectastain, Vector laboratories, Burlingame, CA) for 30 min.
Immunostaining was visualized using 3,3’-diaminobenzidine-(HCl) (0.Smg/ml) containing
0.01% hydrogen peroxide and sections were counterstained using cresyl violet. Control
sections incubated with PBS instead of primary antibody showed absence of
immunostaining.
RNA extraction
Total RNA was extracted using TRIZOL Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA)
according to the manufacturer’s protocol. Putative contaminating DNA was eliminated by
adding 100 U of RNase-free DNase I per 50 tg of total RNA at 37°C for 1 h. Purified
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RNA was then extracted with phenol, precipitated with ethanol and resuspended in
diethyipyrocarbonate-treated water. RNA sampies were kept at -70°C until use.
RT-PCR anatysis
f3-actin was used as an internai standard to monitor loading variations. Total RNA (1
jig) was mixed with 10 mM Tris-HCY (pH 8.3), 1.5 mM MgC12, 50 mM KC1, 0.01%(w/v)
bovine serum aibumin, 100 tM dNTPs, primers at 1 iM each, AMV reverse transcriptase
($0 U/ml), Taq DNA polymerase (20 U/ml) and 50 jiCi/mi [Œ32P]dCTP (3000 Ci/mmol),
for a total reaction volume of 50 pi. The reactions were initially heated at 50°C for 15 min
foilowed by PCR at 95°C for 30 sec, 60°C for 45 sec and 72°C for 1 min. Amplification
efficiency conditions were determined by a kinetic study, to ensure all experiments were
performed within the exponential phase of amplification where PCR product remains
proportional to initial template concentration (data not shown). /3-Actin, GLUT], GLUT3,
GRP-78 and GRP-94 were amplified for 18, 25, 27, 23 and 23 cycles respectively. Afier
amplification, the samples were electrophoresed onto 9% poiyacryiamide gels, dried,
autoradiographed at -70°C with an intensifying screen. Each band was excised and
Cerenkov radiation was quantitated using a fl-counter. Oligonucleotide primers were
designed using the PRIME program (Genetic Computer Group, Wisconsin) and synthesized
by the Sheidon Biotechnoiogy Center (McGill University, Quebec). The forward and
reverse primer sequences used as weil as the corresponding GeneBank accession numbers
are listed in Table 1. The specificity of the oligonucleotide primers was verified using the
program BLASTN (National Center for Bioteclmology Information, Bethesda, MD).
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Table 1. Primer sequences used for RT-PCR
Sense primer Product
Gene Accession Reference
Antisense primer (bp)
5’ - CCCGCTTCCTGCTCATCAA -3’ (Birnbaum et140 M13979GLUTI 5’ - GACCTTCTTCTCCCGCATCATC -3’ ah, 1986)
5’ - AACCAGCTGGGCATCGTTG -3’ (Krishnan and
GLUT3 21$ U179785’ - CACAACCGCTGGAGGATCT -3’ Haddad, 1995)
5’ - AGTGGTGGCCACTAATGGAG -3’ (Munro and
GRP-7$ 257 M140505’ - CTTCAAATTTGGCCCGAGTA -3’ Peiham, 1986)
5’- CGAAAAGGACTTGCGACTCT -3’ (De Vouge et
GRP-94 175 S69315
5’ - CTTCATCGTCTGTCCGTGAG -3’ al., 1994)
5’ - CATCCCCCAAAGTTCTAC -3’ (Nudel et al.,
f3-actin 347 V012175’ - CCAAAGCCTTCATACATC -3’ 1983)
[‘4CJ2-deoxy-D-gtucose autoradiography
A separate set of rats was used for this study. 50 jiCi/Kg [‘4C]2-deoxy-D-glucose
(2DG; specific activity, 49 mCi/mmol; Perkin Elmer) was administered via a catheter
installed in the vena cava at the time of ligation of the hepatic artery. The catheter was
immediately flushed with 500 pL of saline. Rats were killed by decapitation 45 min later
and brains were rapidly removed, frozen in isopentane and stored at —70°C until use. 20 j.iM
thick sagittal sections were cut using a cryostat, thaw-mounted on gelatin-coated sÏides and
dried on a hotplate at 50°C. Sections were exposed to Hyperfilm MP autoradiography film
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) for 15 days. Optical density was measured in
different brain regions using an MCID-M1 imaging system (Imaging Research Inc., ON,
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Canada) and values were converted to nmol/g using co-exposed [‘4C] microscale standards
(Amersham).
Ce!! Culture
Rat primary cortical astrocyte cultures were prepared according to the method
described by Booher and $ensenbrenner (1972). Briefly, cerebral cortices from 1 day old
$prague-Dawley pups (Charles River, QC) were removed, dissected ftee of meninges and
mechanically dissociated. Debris were removed by successive filtering with 80 jiM and 10
jiM sterile nylon mesh and cell suspension was plated in 35 mm dishes. Cultures were
grown at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Sigma-Aldrich) containing
10 % caif serum (Invitrogen) in an atmosphere containing 5 % CO until they reached
confluency. Cultures were then maintained in DMEM containing 10% horse serum
(Invitrogen). Cells were grown for a total of 3-4 weeks, during which time culture medium
was changed twice a week.
[3HJ2-deoxygtucose uptake
Cultures were exposed to 5 mM ammonium chloride in 10% horse serum
containing DMEM for 24 hrs. In vitro [3H]2-deoxyglucose uptake was performed as
previously described (Voutsinos-Porche et al., 2003). On the day of the experiment, celis
were incubated in low glucose, serum-ftee DMEM ($igma-Aldrich) for 2 h afier which
time medium was replaced by the same DMEM containing 1 mCi/mL [3H]-2-deoxyglucose
(PerkinElmer) for a reaction time of 20 min. The reaction was stopped by three quick
washes with ice-cold phosphate-buffered saline. Cells were scraped in 500 jiL of a solution
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of 0.01 N NaOH containing 0.1% Triton X-100 and 350 pL was used to determine
radioactivity counts whule 25 tL was used to measure protein concentration. Cytochalasin
B (25 jiM; $igma-Aldrich) was added to separate groups of plates 20 min prior to and
during the incubation and values were substracted from total counts in order to determine
the amount of glucose-transporter mediated uptake. Ammonia treatment was maintained
throughout the uptake experiment in appropriate groups.
Statisticat anatysis
Data are expressed as means ± SEM. Comparison of values was analyzed by one
way analysis of variance (ANOVA). Differences between groups were evaluated by the
post-hoc Tukey Test. A p value < 0.05 was considered to indicate a significant difference.
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Resuits
RT-PCR analyses revealed a significant increase (25 %, p < 0.05) in GLUT1
mRNA expression in rat frontal cortex as early as 6 h following hepatic devascularization.
Similar increases of GLUT1 mRNA levels were maintained at coma stages of
encephalopathy (28 %, p <0.05) (Figure la). This increase of GLUT1 mRNA expression
was selective since mRNA levels of the neuronal glutamate transporter GLUT3 were
unchanged (Figure lb). Furthermore, brain mRNA levels of two major glucose-regulated
proteins (GRP-78 and GRP 94) were likewise unchanged (Figure 2).
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Figure 1. (A) Increased expression of glucose transporter (GLUT1) mRNA in
the brains of rats with acute liver failure. (B) mRNA expression of the
neuronal glucose transporter (GLUT3) was unchanged. Total RNA was extracted
from the frontal cortices of rats with acute liver failure 6 h following hepatic
artery ligation (lanes 7-10), at coma stages of encephalopathy (lanes 11-14) or
from sham-operated controls (lanes 3-6). Lane 1: molecular weight standards
(bp); lane 2: AMV reverse transcriptase was omitted from the reaction mixture as
a negative control. 3-actin was used as reporter gene to normalize for loading
variations. C) Schematic representation ofthe data shown in panel A and B. * p <
0.05 versus sham-operated controls.
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Figure 2. mRNA expression of the glucose-regulated proteins (GRP) 78
(panel A) and 94 (panel B) in the brains of rats with acute liver failure. Total
RNA was extracted from the frontal cortices of rats with acute liver failure 6 h
following hepatic artery ligation (lanes 7-10), at coma stages of encephalopathy
(lanes 11-14) or from sham-operated controls (lanes 3-6). Lane 1: molecular
weight standards (bp); lane 2: AMV reverse transcriptase was omitted from the
reaction mixture as a negative control. f3-actin (panel C) was used as reporter gene
to normalize for loading variations. C) Schematic representation of the data
shown in panels A-D. NS: not significantly different from sham-operated animaIs.
Western blot analyses revealed increased expression of both forms of GLUT1
protein occurring 6 h following hepatic devascularization and maintained until coma stages
of encephalopathy (figure 3). The endothelial 55 kDa form was increased 133 % (p <0.01)
at 6 h and 128 % (p <0.01) at coma stages of encephalopathy compared to sham-operated
animals. Levels of the 45 kDa (astrocytic) form were increased 25 % (p <0.05) and 20 %
(p < 0.05) at 6 h and coma, respectively. Immunohistochemical studies using a specific
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Figure 3. Increased protein expression of the 45 kDa and 55 kfla forms of
GLUT1 in the brains of rats with acute liver failure. Protein extracts prepared
from frontal cortices of rats sacrfficed 6 h afler hepatic artery ligation (lanes 5-9),
at coma stage of encephalopathy (lanes 9-12) or from sham-operated controls
(lanes 1-4) were separated by $D$-PAGE and probed using a polyclonal antibody
against GLUT1 (A) or J3-actin (B). (C) Schematic representation of the data
shown in panel A and B (resuits are expressed as percentage of f3-actin). * p <
0.05 versus sham-operated controls; ** p <0.01 versus sham-operated controls.
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endothelial celis in the cerebrai cortex of rats at coma stages of encephaiopathy (Figure 4).
Immunohistochemical staining specific for coïlagen type IV did flot reveal any significant
change in blood capillary density in the cortex of ALF rats compared to sham-operated
controls (data not shown).
Figure 4. Representative immunohistochemical staining of GLUT1 in the
frontal cortex of a sham-operated rat (A) compared to a rat with ischemic
liver failure at coma stage of encephalopathy (B). Perivascular GLUT1
immunostaining is indicated by arrows. Sections were counterstained with cresyl
violet. Scale bar: 50 iM.
[‘4C] 2-deoxy-D-glucose autoradiography revealed significant increases in glucose
uptake in ail brain regions studied in rats at coma stages of encephalopathy whereas brain
[‘4CJ2-deoxy-D-glucose levels in animais sacrfficed 6h foilowing hepatic devascuiarization
were simiiar to those observed in sham-operated controis (Table 2).
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Table 2. Effects of Acute Liver Fallure on brain [14CJ2-deoxy-D-glucose uptake
ALF
Brain Region Sham 6 h Coma
(n5) (n=4) (n=4)
Frontal cortex 2.38 + 0.07 2.06 + 0.36 3.74 + 0.33
Cerebellum 1.67 ± 0.08 1.75 ± 0.35 3.55 ± O.41**
Pons 1.2$ ± 0.06 1.37 ± 0.32 2.40 ± O.26
Hippocampus 1.55 ± 0.0$ 1.80 + 0.28 3.56 + 0.21**
Thalamus 2.12 ± 0.11 2.24 + 0.3$ 3.4$ ± O.l9
Striatum 1.6$ ± 0.12 2.21 ± 0.33 4.04 ± 0.40**
Values represent mean ± SEM and are expressed in nmol 2-deoxy-
D glucose /g tissue.
* p<0.O5vsSham
** p<O.Ol vs Sham
t p<0.O5vs6h
p<0.Olvs6h
Exposure of cultured astrocytes to 5 mM ammonium chloride for 24 h resulted in a
significant 53% (p < 0.05) increase of GLUT1 expression as determined by Western
blotting (Figure 5). Ammonia exposure also resulted in an increase of [3H]-2-deoxyglucose
uptake in primary cultures of astrocytes (Figure 5).
Discussion
Under normal physiological conditions, the brain relies primarily upon continuous
glucose supply to meet its energy requirements. The facilitative glucose transporter protein
GLUT1 is highly expressed by brain endothelial cells where it mediates glucose transport
across the blood-brain barrier (BBB) (Maher et al., 1994). Studies carried out in normal
adult rat brain reveal that regional GLUT1 expression correlates with local cerebral glucose
utilization (LCGU) (Zefler et al., 1997) as well as with local glucose transport rates as
determined using the non-metabolizable analogue 3-O-[ 14C]methylglucose
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Figure 5. (A) Increased expression of GLUT-1 (45 kfla) in primary
cultured astrocytes exposed to 5 mM NH4CI for 24 h. Protein extracts were
separated by SD$-PAGE and probed using a polyclonal antibody against
GLUT1. Representative bands are shown (n=6) (B) Increased [3H]2-
deoxyglucose uptake in cultured astrocytes exposed to 5 mM NH4C1 for 24 h.
Data represent mean values ± SEM ftom n=5 plates per group. * p < 0.00 1
compared to controls by Student t test.
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(Duelli et al., 2001). Mot surprisingly, GLUT1 expression is modulated by a number of
factors in order to adjust to variations in glucose availability and requirements. For
example, in vitro studies show that GLUT1 expression is enhanced in conditions of glucose
deprivation (Boado and Pardridge, 1993), hypoxia (Loike et al., 1992) or inhibition of
oxidative metabolism ($hetty et al., 1992). Chronic hypoglycemia induced by continuous
infusion of insulin in normal rats results in increased GLUT1 mRNA and protein
expression at the BBB (Kumagai et al., 1995) whereas streptozocin-induced hyperglycemia
induces a down-regulation of GLUT1 expression in rat brain microvessels (Pardridge et al.,
1990).
In the present study, we demonstrate that ALF induced by hepatic devascularization
results in early increases of expression of both the 45 kDa and 55 kDa forms of GLUT1
corresponding respectively to the astrocytic and endothelial forms of the transporter.
Increased GLUT1 expression observed in this model could flot be attributed to
hypoglycemia resulting from acute liver failure since glycemia was maintained at normal
levels throughout the experiments. Furthermore, previous studies indicate that increased
brain GLUI1 expression occurs only afier chronic hypoglycemia (> 5 days) (Kumagai et
al., 1995); a timespan far exceeding that ofthe present study. Moreover, changes in GLUT1
expression could flot be attributed to capillary recruitment since no change in the basal
lamina protein collagen type IV was detected by immunohistochemistry.
Increased GLUT1 expression in brain in ALF was accompanied by a significant
increase of [14C]2-deoxy-D-glucose brain uptake at coma stages of encephalopathy. These
findings add to a growing body of evidence to suggest that alterations in brain energy
metabolism contribute to the cerebral complications of ALF. Previous studies in patients
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with ALF reveal alterations of cerebral metabolic rate for glucose (CMRgiuc) (Jalan et al.,
1999). In addition, increased extracellular brain levels of Ïactate have been reported in
patients with ALF (Tofieng et al., 2002; Tofleng and Larsen, 2002).
Studies using 31P NMR spectroscopy in animal models of ALF reveal that rats with
ALF manifest unchanged brain concentrations of ATP and phosphocreatine (PCr) (Bates et
al., 1989; Deutz et al., 1988). On the other hand, a recent study using ‘H and ‘3C NMR
spectroscopy revealed an increase in de novo synthesis oflactate from [1-’3C]glucose in the
brain of rats with ALF due to hepatic devascularization that was correlated with the severity
of encephalopathy. furthermore, this study demonstrated decreased ‘3C-label incorporation
into {4-’3C]glutamate (via pyruvate dehydrogenase) at coma stages of encephalopathy,
indicating an inhibition of glucose oxidative metabolism in the brains of these animals
(Zwingmann et al., 2003). These findings suggest that impaired TCA cycle flux in ALF rats
results in a concomitant increase of cerebral glycolysis as a compensatory mechanism
aimed at maintaining normal brain energy status. In accordance with this hypothesis, a
number of studies have reported increased brain lactate concentrations in a wide variety of
animal models of ALF (Bates et al., 1989; Bosman et al., 1990; Nyberg et al., 1998;
Peeling et al., 1993; Therrien et al., 1991). Increased GLUT1 expression observed in the
present study could facilitate the transport of increased amounts of glucose into the brain in
an attempt to support higher glycolysis rates and maintain brain ATP levels. The precise
mechanisms responsible for decreased TCA cycle flux in ALF are not fully understood.
However, previous studies have demonstrated an inhibitory effect of ammonia on the TCA
cycle enzymes Œ-ketoglutarate dehydrogenase (Lai and Cooper, 1986) and isocitrate
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dehydrogenase (Katunuma et al., 1966), suggesting a possible role of ammonia in the
disturbances ofbrain energy metabolism observed in experimental ALF.
It is interesting to note that the induction of GLUT1 reported in the present study
occurs before any significant change of glucose transport is detectable in the brains of rats
with ALF. The exact mechanism by which GLUT1 expression is induced is unclear, but it
is possible that an unknown factor (possibly ammonia) causes an early up-regulation of
GLUTÎ, which then leads to increase glucose transport into the brain at later stages of
encephalopathy when the metabolic abnormalities associated with ALF are maximal.
Results of the present study reveal that exposure of primary cultures of astrocytes to
pathophysiologically relevant (low millimolar) concentrations of ammonia results in
increased GLUTI expression and enhanced [3H]-2-deoxyglucose uptake supporting a
pathophysiological role of ammonia in the increase of GLUT1 expression and glucose
uptake observed in this model of ALF. further support for this mechanism is provided by
the resuits of previous studies demonstrating increased brain glucose utilization in rats
made hyperammonemic by acute administration of ammonium acetate (Hawkins et al.,
1973). Increased glucose metabolic rates were also described in the brains of rats after
intracarotid infusion of ammonium salts (Lockwood et al., 1986).
It has been proposed that GLUT1 belongs to the family of glucose-regulated
proteins (GRPs), whose expression is induced by various cellular stresses such as glucose
deprivation, disturbance of calcium stores, inhibition of glycosylation and reductive stress
(Lee, 2001). Indeed, Wertheimer et al (1991) demonstrated that GLUT1 mRNA expression
follows pattems induction similar to those of GRP-7$, a well known stress-induced protein,
following various cellular stresses in vitro. We therefore measured mRNA expression of
two major GRPs (GRP-7$ and GRP-94) in the cerebral cortex of rats at coma stage of
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encephalopathy using the technique of RT-PCR. No significant changes of expression of
either either GRP-7$ or GRP-94 was observed, suggesting that the up-regulation of GLUT1
is flot related to glucose deprivation or other cellular stressors capable of inducing the
expression of members of the GRP family (Figure 2).
Interestingly, overexpression of facilitative glucose transporters (of which GLUT1
is a member) in Xenopus laevis oocytes results in a 4.8-fold increase of the osmotic water
permeability of these ceils, even in the absence of glucose in the incubation media
(fischbarg et al., 1990). Furthermore, inhibitors of glucose transport decrease the osmotic
water permeability in murine J774 ceils (Fischbarg et al., 1989). These studies suggest that
members of the facilitative glucose transporter family (of which GLUT1 is an example)
may act as water channels. It is therefore conceivable that the increased expression of both
the astrocytic and endothelial forms of GLUT1 in the brains of ALF rats may contribute to
the brain edema consistently observed in these animais. Such a mechanism would be
consistent with electron microscopic studies demonstrating swelling of both astrocytes and
brain capillary endothelial ceils in autopsied brain tissue from patients with ALF (Kato et
al., 1992).
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Abstract
Molecular biological approaches continue to lead to the identification of alterations
in expression of genes coding for key central nervous system proteins involved in water
homeostasis, energy metabolism and neurotransmitter regulation in acute liver failure
(ALF). However, studies aimed at elucidating the pathophysiological consequences ofthese
changes in gene expression are impeded by the lack of a suitable mouse mode! of ALF. A
previous report described hepatic pathology characteristic of ALF resulting from the
administration of azoxymethane (AOM) in mice (Matkowskyj et al., 1999). In a series of
experiments to further assess this treatment as an effective mode! of ALF, the effects of
administration of AOM to male C57BL mice on hepatic and cerebral function were studied.
With maintenance of body temperature at 37 oc and control of hypoglycemia, mice
developed signs of encephalopathy (decreased locomotor activity followed by loss of
righting and corneal reflexes) within 16 h of AOM treatment. AOM-treated mice were
hyperammonemic, developed spontaneous hypothermia and brain edema. Brain ammonia
concentrations were increased to 0.9$ ± 0.12 mM at coma stages of encephalopathy. Brain
amino acid profiles determined by HPLC were typical of ALF in other species including
humans. Mild hypothermia (3 5°c) led to significant attenuation of brain edema, ammonia,
and amino acid changes. These findings demonstrate that AOM treatment affords a simple,
reproducible mouse mode! of ALF which may be suitable for the study of the effects of
gene manipulation on the cerebral complications ofALF.
121
Introduction
Acute liver fallure (ALF) may occur following viral infection or as a resuit of toxic
liver injury. Irrespective of its etiology, ALF is associated with serious neurological
complications including hepatic encephalopathy, a syndrome characterized by altered
mental status that may rapidly progress to stupor and coma. Brain edema resulting in
increased intracranial pressure is a second major complication of ALF. If severe, brain
edema leads to intracranial hypertension and brain herniation, a common cause of mortality
inALF.
Despite several decades of research, our understanding of the pathogenesis of brain
edema and hepatic encephalopathy in ALF remains incomplete. Analyses using the
technique of differential display - RT-PCR reveal alterations in the expression of several
genes of the central nervous system in rats with ALF induced by hepatic devascularization
(Desjardins et al., 2001). Subsequent studies suggest that these changes of expression
involve proteins of primary importance for normal CNS function. Examples include the
glutamate transporter EAAT-2 (Knecht et al., 1997), the glycine transporter GLYT-1
(Zwingmann et al., 2002), the “peripheral-type” benzodiazepine receptor (PTBR)
(Desjardins et al., 1997), the water channel protein Aquaporin IV (Margulies JE et al.,
1999) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Belanger et al., 2002). Interestingly, most
proteins showing altered expression levels as a result of ALF are located on the astrocyte, a
fmding which is consistent with astrocytic rather than neuronal changes characteristic of
ALF.
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Assessing the consequences ofthese changes in gene expression on CNS function in
vivo is chalienging, particularly in disorders such as ALF where multiple systems are
affected. In this regard, the increasing availability of genetically modified animais opens
new research avenues that couid ailow a better understanding of the contribution of such
aiterations in gene expression in the pathophysiological mechanisms responsibie for hepatic
encephalopathy and brain edema. Unfortunately, application of such approaches has been
hampered by the lack of an appropriate model of ALF in mice, the species most commonly
used for manipulations such as gene knockout or overexpression. A number of hepatotoxic
drugs have been used to produce ALF, but with limited success. For example the use of
acetaminophen-induced hepatotoxicity is limited due to its lack of reproducibility
(Terblanche et Hickrnan, 1991). Thioacetarnide has aiso been used, but variations in
toxicity can occur depending on the age and strain of animais, and very littie
characterization has been performed with this toxin in mice (Sarhan S et ai., 1993; Kadota
et ai., 1996; Itzhak et al., 1995). However, recently, a study by Matkowskyj et ai.
(Matkowskyj et al., 1999) reported that azoxymethane (AOM) administration to C57B1
mice may provide a novel model for the study of ALF. In the present study, we describe the
hepatic and neurobiological consequences of AOM administration to mice and report the
protective effects of hypothermia in AOM-induced liver failure. Brain and blood ainmonia
levels and amino acids concentrations as well as brain water content were measured in
animais maintained normothermic or mildly hypothermic following AOM administration.
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Materials and Methods
AnimaIs
Male C57BL mice weighing 25 to 30 g were obtained from Charles River, Saint-
Constant Qc. Canada) and housed with ftee access to standard iaboratory chow and water
under constant conditions of temperature, humidity and light cycling. Mice received a
single intraperitoneal injection of AOM (100 .ig/g; Sigma, St. Louis, CO) dissolved in 100
tL saline. Control animals received an equivaient volume of saline. Following injection of
AOM, body temperature was monitored and maintained at 37°C by means of heating pads
(the AOM 37°C group). In the AOM 35°C group, hypothermia occurred spontaneously in
the absence of externat heating and body temperature was maintained at 35°C using heating
pads when necessary. Tail blood glucose concentration was monitored and maintained
within normal range by means of subcutaneous injection of a sterile 10% glucose solution
(Baxter, Toronto, Canada). When coma stage of encephaiopathy was reached (defined as
the loss of comeal reflex), normothermic animais were sacrificed by decapitation and
brains and livers were rapidiy removed. Hypothermic animais were sacrificed in parallel
with normothermic and control groups of animais. Animais were handled in accordance
with the Guidelines of Canadian Councii of Animal care and protocols were approved by
the Animal Research Committee at Saint-Lue Hospital (C.H.U.M.).
Liver histotogy
Livers were fixed overnight by immersion in 10% buffered formaiin. Parrafin
embedded specimens were prepared and 6 !IM sections were mounted on Vectabond-coated
microscope siides (Vector, Buriington, Canada). HPS coloration was performed according
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to a standard protocol and liver pathology was assessed by an investigator who was blinded
to the experimental treatment groups.
Brai,t water measurement
Brains were rapidly cut in 2 mm suces and kept at 4°C. 1 mm punch biopsy samples
were obtained from the grey matter of the cerebraÏ cortex and water content was measured
gravimetrically using a density gradient of bromobenzene-kerosene (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA) precalibrated with K2S04 as previously described (Marmarou et al., 1978).
The cortical samples were placed onto the fluid column, and the equilibration point was
measured aCter two minutes. The specific gravity ofthe tissue was calculated and resuits are
expressed as percentage of water content. Six measurements were made per animal and
values were arithmetically averaged.
Ammonia measurement
Tau blood ammonia levels were rneasured using the Ammonia Checker II (AA
4 120) (Kyoto Daiichi Kagaku CO, Japan) in conjunction with Ammonia Test Kit strips
(Arkray Factory Inc., Japan) according to the manufacturer’s protocol. Samples above the
detection limit were diluted five fold before measurement and values were corrected
according to the dilution factor. Brain ammonia was measured using an ion exchange
method. Immediately aCter decapitation, the head was flash frozen in isopentane cooled to
liquid nitrogen temperature and the brain was subsequently chiseled out with special care to
keep it frozen at ah times. Brains were stored at —70°C until analysis at which time frozen
brains were weighed and powdered over liquid nitrogen. Frozen powder was extracted by
homogeneization in ice-cold I M perchioric acid and centrifuged at 16 000g for 15 min at
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4°C. 50 tL of supernatant were added to a suspension of Dowex 50WX8-200 ion exchange
resin (Aldrich, WI) and allowed to react for 5 min with constant shaking. Afler extensive
washing, the colorimetric reaction was initiated by the addition of phenol and hypochiorite
in the presence of nitroferricyanide. Absorbance was measured using a spectrophotometer
at a wavelength of 630 nm.
Plasma and brai,, amino acid measttrements
For brain amino acid analysis, frontal cortices were dissected, weighed and
homogenized in 1 M perchloric acid. Plasma samples were deproteinized using 1 M
perchloric acid. Samples were mixed by vortexing and the precipitate was removed afler
centrifugation at 16 000 g for 20 min. The supernatant was neutralized using 25% KHCO3
and used for derivatization. Amino acid analyses were performed using the Agilent 1100
Chemstation reverse-phase HPLC system (Agilent Technologies, Germany) with
fluorescence detection (excitation at 338 nm and emission at 2$0-900nm) and precolumn o
phthalaldehyde (OPA; Sigma) derivatization. Sample injection was performed using an
autosampler with derivatization accessories. A 15 tL sample was reacted at room
temperature with 20 tL OPA reagent in the presence of 2-mercaptoethanol (Sigma) for 45
sec. 25 pi of this solution was injected onto the reverse-phase column (BetaBasic C18)
fitted with a Cl 8-5 Unigard Colunm Protection (Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA). The chromatogram was eluted with a gradient between methanol (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA) and sodium phosphate buffer (50 mM, pH 6.2 containing 2%
tetrahydroftiran (Sigma,)) at a constant flow rate of 2 mL/min. The elution gradient went
from 10% to 50% methanol over 40 mi was then held at 50% methanol for another 10
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min before re-equilibration with 10 % methanol for 10 min. Peak area was determined
using an automated integrator tAguent Technologies, Germany) and individual amino acid
concentrations were calculated in relation to internai standards (homoserine and norvaline)
using previously established standard curves.
Statisticat anatysis
Resuits are expressed as mean ± S.D. Comparison of values was analyzed by one
way analysis of variance (ANOVA). Differences between groups were evaluated by the
post-hoc Turkey Test. A p value <0.05 was considered to indicate a significant difference.
Resuits
Physiotogical data
Following AOM injection ail animais developed hypoglycemia and hypothermia
that was controiied with carefttl monitoring. Normothermic animais developed symptoms
of encephalopathy progressing from iethargy to ataxia, loss of righting ability and loss of
comeal reflex (coma stage) which appeared at 16.5 ± 1.2 h. Hypothermia considerably
slowed the onset of encephalopathy with the result that at the time normothermic mice were
comatose, hypothermic animais had not started to show significant neuroiogical
deterioration.
Liver injury
Histopathological examination of liver sections from mice administered AOM and
kept normothermic until coma stages of encephalopathy reveaied extensive microvesicular
steatosis predominantly iocated in periportai and midzonai regions. Isolated foci ofnecrosis
were aiso present and periportal sinusoids appeared dilated and congested (Figure 1, panels
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Figure 1 Liver histopathology in C57Bl mice treated with AOM (100 p.g/g) (A) Liver section
from a mouse admininistered AOM and maintained normothermic until coma showing an isolated
area of necrosis (HPS; x 200) (B) Liver section from a mouse admininistered AOM and maintained
normothermic until coma. Note the presence of microvesivular steatosis as well as sinusoidal
dilatation and congestion in the periportal area (HPS; x 400) (C) and (D) Liver sections from mice
admininistered AOM, maintained miidly hypothermic and sacrificed in parallel with normothermic
animais. Note the presence of microvesicuiar steatosis in the periportal areas with littie or no
sinusoidal congestion (C: HPS; x 200; D: HPS; x 400) (E) Liver section from a normal mouse
(HPS; x 400) (F) Plasma AST and ALT levels in AOM-treated mice. Liver enzymes were elevated
in both hypothermia and normothermic groups compared to saline-injected controls (n=5).
Hypothermia significantly reduced the elevation of plasma AST and ALT ievels compared. Values
represent mean ± SEM. *p <0.05 compared to control group; **p < 0.001 control group; p < 0.05
compared to AOM-35 group; p <0.001 compared to AOM-35 group by Analysis of Variance.
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A and B). In comparison, hypothermic animais sacrificed in parallel with the normothermic
group had more moderate liver damage consisting of microvesicular steatosis restricted to
periportai areas with littie or no sinusoidal dilatation (Figure 1, panels C and D).
Plasma alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
levels were markedly increased in normothermic AOM-treated mice at coma stages of
encephalopathy as well as in hypothermic animais compared to salined-injected controis.
However, in accordance with histopathological findings, plasma ALT ans AST levels were
signfficantiy lower in hypothermic animais compared to normothermic animais (Figure 1
F).
Ammonia tevets
AOM-induced ALF resuited in an 8-fold (p < 0.001) increase in blood ammonia
concentration in normothermic mice. Biood ammonia concentrations were flot significantiy
different between control and hypothermie groups (Figure 2). Brain ammonia
concentrations were aiso elevated 4-foid in normothermic AOM-treated animais compared
to control mice (983.8 ± 123.4 imoi/L vs 241.7 ± 100.2 imoi/L; p <0.001), but were not
signfficantiy different from controls in AOM-treated animais maintained hypothermic
(177.1 ± 98.30 tmol/L) (Figure 2).
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Figure 2. Effects of AOM-induced acute liver failure on blood (A) and brain
(B) ammonia levels. (A) Normothermic AOM-treated mice (n=6) had
significantly higher blood ammonia levels compared to saline-injected (n=7) or
hypothermic AOM-treated mice (n7) (B) Normothermic AOM-treated mice
had significantly higher brain ammonia levels compared to saline-injected or
hypothermic AOM-treated mice (n4). Values represent mean ± SD.
*
p <
0.001 compared to control group; * p <0.001 compared to AOM-35 group by
Analysis of Variance.
Braiit water
Mice administered AOM and rnaintained normothermic showed significantly higher
brain water content (8 1.93 % ± 0.53 ¾) compared to both control mice ($0.72 % ± 0.36 %;
p <0.001) and pair-sacrificed AOM-treated hypothermic animais (80.9$ % + 0.29 %; p <
0.01) (figure 3). However, brain water content did flot differ significantly between control
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mice and hypothermic mice administered AOM.
130
- P<o.001 P<o.o183 1
.E •
01 -
_____
_o1 I
$0 -
CTL AOM-37 AOM-35
Figure 3. Brain water content in AOM-treated mice compared to control
mice. Normothermic AOM-treated mice (.) had significantly higher brain
water content compared to saline-injected t.) or hypothermic AOM-treated
mice (Â). Data points represent individual animais and horizontal bars
indicate mean values. Significant differences between groups are indicated by
respective p values.
Amino Acids
Amino acid concentrations were determined in plasma (Table 1) and brain (Table 2)
of normothermic and hypothermic animais following AOM-induced ALF. Normothermic
animals manifested increased plasma concentrations of glutamate (311 % of controls; p <
0.01), giutamine (209 %; p <0.01), taurine (356 %; p <0.01), tyrosine (234 %; p <0.01)
and phenylalanine (129 %; p < 0.05). In contrast, normothermic animais displayed
decreased plasma concentrations of tryptophan (57 % of controis; p < 0.0 1) and branched
chain amino acids isoieucine (77 %; p< 0.05) and leucine (66 %; p <0.01). Hypothermia
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prevented the increase in plasma concentration of most amino acids with the exception of
histidine, threonine and tyrosine; in these cases hypothermia attenuated but did flot
normalize the increase in plasma concentration (Table 1). Hypothermia did not affect the
reduced plasma levels of tryptophan, leucine and isoleucine observed following AOM
administration.
Table 1: Plasma amino acids concentration in AOM-induced acute liver failure
Amino acid CIL AOM-37 AOM-35
(n=6) (n=6) (n5)
Aspartate 42.4 ± 5.9 124.9 ± 477** 48.0 ± 3.l
Glutamate 201.6 ± 27.0 626.9 ± 191.6** 150.9 ± 13.9*
Asparagine 94.8 ± 10.7 150.1 ± 36.0** 97.0 ± 15.6*
Histidine 202.9 ± 14.5 360.9 ± 7$9** 3 19.5 ± 67.3*
Serine 306.5 ± 31.3 444.4 ± $0.3 326.5 ± 37.2
Glutamine 1218.4 ± 150.7 2552.6 ± 622.9** 1705.4 ± 141.7*
Arginine 79.6 ± 5.6 108.2 ± 26.4* 64.3 ± 4.1*
Threonine 323.6 ± 30.5 743.1 ± 141.0** 515.7 ± 83.0**
Alanine 844.8 ± 64.6 2443.2 ± 583.2** 1366.3 ± 270.2*
Taurine 263.5 ± 32.3 827.3 ± $5.1** 319.3 ± 19.7*
GABA 6.8 ± 1.3 29.7 ± 13.5** 6.9 ± 1.1*
Tyrosine 465.8 ± 96.0 1090.7 ± 231.$** $05.1 ± 156.1*t
Valine 232.2 ± 19.8 202.2 ± 37.8 196.4 ± 37.6
Tryptophan 145.1 ± 16.7 83.5 ± 12.2** 76.9 ± $•9**
Phenylalanine 172.2 ± 16.6 229.6 ± 51.5* 160.6 ± l2.4
Isoleucine 173.6 ± 32.2 133.1 ± 19.6* 119.1 ± 8.1*
Leucine 432.0 ± 74.1 285.3 ± 497** 269.1 ± 36.7**
Values represent mean + SD and are expressed in .imol/L.
* p <0.05 compared to control group
** p <0.01 compared to control group
p <0.05 compared to AOM 37°C group
* p <0.01 compared to AOM 37°C group
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Table 2: frontal cortex amino acids concentration in AOM-induced acute liver failure
Amino acid CTL AOM-37 AOM-35
(n=6) (n=6) (n=5)
Aspartate 2403.1 ± 424.4 2259.7 ± 372.6 2105.9 ± 20.6
Glutamate 183735 ± 2 161.7 15311.0 ± 2 896.5* 19293.4 ± l5$4.O
Asparagine 141.7 ± 16.6 155.2 ± 55.3 182.2 ± 6.5
Histidine 96.8 ± 17.6 200.8 ± 72.1** 203.3 ± 20.0**
Serine $12.3 ± 298.1 967.8 ± 116.2 938.0 ± 63.6
Glutamine 5 196.1 ± 603.4 $764.1 ± 2 090.3** 7993.2 ± 1 053.7*
Arginine 93.55 ± 8.9 105.6 ± 27.4 132.0 ± 21.0
Threonine 496.2 ± 91.4 562.8 ± 76.3 482.6 ± 17.8
Alanine 746.2 ± 160.9 1 319.3 ± 456.6** 603.0 ± 69.l
Taurine 14 799.0 ± 1 $ 14.0 14 627.3 ± 2 696.0 16 340.4 ± 946.5
GABA 1847.5 ± 392.0 2 217.0 ± 543.1 1 553.7 ± 185.3
Tyrosine 541.7 ± 164.5 2 137.0 ± 279.1** 1 352.7 ± 95.2***
Valine 25.5 ± 6.5 57.4 ± 15.4’ 32.4 ± 5.7
Methionine 36.2 ± 7.2 75.6 ± 20.9** 47.6 ± 2.3
Tryptophan 3.9 ± 3.5 20.7 ± 4.1** 10.2 ± 0.8
Phenylalanine 41.9 ± 8.1 91.1 ± 27.1** 67.9 ± 4.3
Isoleucine 19.7 ± 4.2 37.8 ± 12.7** 26.8 ± 1.0
Leucine 55.8 ± 14.6 93.3 ± 36.9* 75.1 ± 3.2
Values represent mean + $D and are expressed in nmol/g wet weight
* p <0.05 compared to control group
** p <0.01 compared to control group
p <0.05 compared to AOM 37°C group
* p < 0.01 compared to AOM 37°C group
Normothermic AOM-treated animals manifested decreased brain concentrations of
glutamate (83 % of controls; p < 0.05) whereas increased brain concentrations were
observed for histidine (207% of controls; p <0.01), glutamine (169 %; p <0.01), alanine
(177 %; p <0.01), methionine (209 %; p <0.01) as well as aromatic arnino acids (tyrosine:
394 %, p < 0.01; tryptophan: 531 ¾, p < 0.01 and phenylalanine: 217 %, p <0.01) and
branched-chain amino acids (leucine: 167 %, p < 0.05, isoleucine: 192 ¾, p < 0.01 and
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valine: 225% p <0.05) (Table 2). GABA levels were unchanged. Hypothermia prevented
changes in brain glutamate, alanine, methionine, phenylalanine, valine, leucine and
isoleucine concentrations and attenuated the increase of glutamine and tryptophan
concentations. In contrast, hypothemiia did flot affect increases in histidine or tyrosine
(Table 2).
Discussion
Azoxymethane (AOM) is an active metabolite of the cycad palm nut found on the
island of Guam. Recent reports indicate that AOM is also a potent hepatotoxin inducing
ALF in mice in a dose-dependent fashion (Matkowskyj et al., 1999; Doering et al., 2002).
Liver toxicity has also been reported in humans, livestock and rats following the ingestion
of Guam cycad palm nuts (Laqueur et al., 1963), an observation that lias been attributed to
AOM toxicity (Matkowskyj et al., 1999).
Following administration of 100 tg/g AOM, mice develop acute liver injury mainly
characterized by microvesicular steatosis and isolated foci of nerosis. Microvesicular
steatosis is a serious condition that may rapidly cause liver failure evolving into stupor,
coma and death (Fromenty et Pessayre, 1997). It is observed in several life-threatening
conditions such as acute fatty liver of pregnancy, Reye’s syndrome, salicylate poisoning
and Jamaican vomiting disease (fromenty et Pessayre, 1995; Causse et al., 1995; Burt et
al., 199$). Impairment of mitochondrial 13-oxidation is considered to be a key factor in the
pathogenesis of microvesicular steatosis (Fromenty et Pessayre, 1995). Interestingly,
mitochondrial damage bas been observed in the liver following administration of AOM to
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mice (Matkowskyj et al., 1999). Ihe precise mechanisms of AOM hepatotoxicity and its
effects on mitochondrial f3-oxidation, however, are stiil poorly described.
In the present study, blood ammonia concentrations were increased $-fold as a resuit
of AOM-induced ALF. These levels are comparable to those reported in ALF patients
(Clemmesen et al., 1999) as well as in studies using various models oftoxin- or surgically
induced ALF (Zimmermann et al., 1989; Eguchi et al., 1996; Rose et al., 2000). Brain
ammonia concentrations typically reach levels between 1 and 5 mM in experimental ALF
(Swain et al., 1992; Mans et al., 1994). Following the administration of AOM, brain
ammonia concentration was elevated to 0.9$ mM. Cytotoxic brain edema is a serious
consequence of ALF as it may lead to rises in intracranial pressure and resuit in brain
hemiation, a common cause of mortality. Brain water content is consistently increased in
toxin- and surgicaliy-induced experimental modeis ofALF (Rose et al., 2000; Traber et al.,
1986; Hilgier et Oison, 1994). Electron microscopic studies reveai that brain edema
associated with ALF in humans as well as in experimental models of ALF is cytotoxic in
nature and is mainly restricted to astrocytes (Kato et al., 1992; Traber et al., 1987).
Accordingly, histological evaluation of the brains of mice with AOM-induced ALF
revealed astrocytic swelling in the late stage of encephalopathy (Matkowskyj et al., 1999).
Resuits of the present study confirm the presence of brain edema at coma stages of
encephaiopathy in mice with AOM-induced ALF.
Increased plasma concentrations of most amino acids were observed in AOM
treated mice. Similar amino acid pattems were reported in patients (Record et al., 1976) as
well as in rats (Mans et al., 1994) with ALF. Increased brain glutamine concentrations are a
consistent finding in ALF (Swain et al., 1992; Mans et al., 1994; Record et al., 1976;
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Chatauret et al., 2003) and are most Ïikely the resuit of ammonia detoxification by
glutamine synthetase (Butterworth, 2002). It has been proposed that increased levels of
glutamine may cause an osmotic imbalance and contribute to the pathogenesis of astrocytic
swelling in ALF (Jalan et al., 2003). In addition to eievated levels of glutamine, ALF
resuits in increased brain alanine concentrations, possibly as a resuit of an impairment of
oxidative metabolism (Chatauret et al., 2003). Alanine, like glutamine, is osmotically active
and may contribute to brain edema, as suggested by resuits of a study by Swain et al.
(Swain et al., 1992) demonstrating that brain alanine concentrations conelate positively
with brain water content in rats with ALF. AOM-induced ALF also resulted in increased
brain concentrations of the aromatic amino acids tryptophan, penylalanine, tyrosine and
histidine, ail of which are precursors of neuroactive amines. Increased brain levels of
aromatic amino acids are a consistent finding in experimental and human ALF (Albrecht et
Jones, 1999; Hazeil et Butterworth, 1999).
Recently, much attention has been paid to the protective effects of hypothermia in
ALF. Hypothermia has proven to be useful for the management of patients with ALF
awaiting liver transplantation (Jalan et al., 1999). In these patients, beneficial effects of
hypothermia included lowering of intracranial pressure and improvement of cerebral
perfusion pressure. Furthermore, cooling resuited in lowering of arterial ammonia levels
and reduction of brain ammonia uptake (Jalan et al., 1999). In a subsequent study, mild
hypothermia restored cerebral blood flow autoregulation and uncontrolled intracranial
hypertension in patients with ALF (Jalan et ai., 2001). Studies in rats with ALF due to
hepatic devascularization reveal that hypothermia delays the onset of encephalopathy,
attenuates the increase of cerebrospinal fluid ammonia concentration and prevents the
increase in brain water content (Rose et al., 2000; Chatauret et aI., 2001). In addition,
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studies using ‘3C- Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy show that hypothermia
prevents alterations of cerebral energy metaboiism in ALF rats inciuding normalization of
de novo synthesis of lactate and alanine (Chatauret et ai., 2003). Resuits of the present
study demonstrate that miid hypothermia prevents increases in both plasma and brain
ammonia concentrations (figure 2) and normalizes biood and brain amino acid patterns
(Tables 1 and 2). Moreover, increased brain water content was prevented in hypothermic
AOM-treated animais (figure 3). In contrast to these findings, resuits of a previous study
showed that mild hypothermia did flot prevent increases in plasma ammonia concentration
in rats foilowing hepatic devascuiarisation (Chatauret et ai., 2001). This inconsistency most
iikeiy reflects differences in the type of liver injury (toxic versus ischemic) in the two
models. Indeed, resuits of the present study indicate that miid hypothermia delays liver
damage per se in AOM-treated mice, a factor that could itself prevent rises in plasma
ammonia concentrations. Reduced biood ammonia concentration may in tum heip prevent
the occurrence of brain edema in hypothermie animais in the present study.
In summary, resuits of the present study demonstrate that administration of AOM to
male C57B1 mice provides a simple, reproducibie mode! for the study of the cerebral
complications ALF. Importantly, this mode! recapitulates the cardinal features of ALF,
nameiy encephaiopathy, brain edema, hyperammonemia and altered amino acid profiles.
The AOM model of ALF has the potential to facilitate future studies involving genetic
manipulations (ie. transgenics, knockouts). Such studies could significantly improve
current understanding of pathophysiological mechanisms responsibie for encephalopathy
and brain edema in ALF.
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CHAPITRE 3: DISCUSSION GÉNÉRALE
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1. Anomalies de la fonction astrocytaire associées à 1’IHA
Nombre d’études portant sur les conséquences cérébrales de l’insuffisance
hépatique indiquent que l’astrocyte est le type cellulaire le plus affecté dans le $NC suite à
la dysfonction hépatique, tant d’un point de vue morphologique que physiologique.
Rappelons tout d’abord que l’insuffisance hépatique chronique est caractérisée par
l’apparition d’un ensemble de changements morphologiques des astrocytes nommés
astrocytose Alzheimer de type II (Butterworth, 199$), alors que l’insuffisance hépatique
aiguè cause plutôt un gonflement des astrocytes périvasculaires et périneuronaux (Hanid et
al., 1979; Traber et al., 19$7; Kato et al., 1992).
Les astrocytes subissent également d’importants dérangements physiologiques lors
de l’insuffisance hépatique. L’une des raisons pouvant en partie expliquer la vulnérabilité
particulière des astrocytes lors de l’IHA réside dans le fait que ceux-ci possèdent des
prolongements dits xpérivasculaires » qui recouvrent la totalité de la surface des capillaires
sanguins cérébraux et constituent donc, mis à part les cellules endothéliales elles-mêmes, la
première ligne de défense contre certaines toxines accumulées dans le sang et pouvant
traverser la BHE. Parmi celles-ci, l’ammoniaque semble jouer un rôle central. En effet, des
quantités considérables d’ammoniaque atteignent le cerveau lors de l’IRA (de l’ordre de 1 à
5 mM) (Butterworth, 199$) et, en raison de la localisation astrocytaire de la G$ (Norenberg
et Martinez-Hernandez, 1979), l’immense majorité de la détoxification cérébrale de
l’ammoniaque survient dans les astrocytes, qui doivent alors faire face à une augmentation
importante de leur concentration intracellulaire de glutamine (voir équation 4; chapitre 1).
L’effet osmotique de cette accumulation intracellulaire de glutamine peut ensuite favoriser
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l’entrée d’eau dans la cellule, contribuant au gonflement des astrocytes (Takahashi et al.,
1990).
De plus, certaines études récentes suggèrent que l’accumulation de glutamine peut
avoir d’autres effets délétères sur les astrocytes. En effet, l’exposition de cultures
d’astrocytes à des concentrations de glutamine de l’ordre de la millimole déclenche la
transition de la perméabilité mitochondriale (MPT) (Rama Rao et al., 2003b) qui elle-même
induit un accroissement de la production de radicaux libres (Jayakumar et al., 2004). Il est
intéressant de noter que l’inhibition de la glutaminase activée par les phosphates, une
enzyme située exclusivement dans les mitochondries, prévient la production de radicaux
libres suite à l’administration de glutamine. Cela suggère que l’hydrolyse de la glutamine,
un événement mitochondrial, cause l’accumulation d’un surplus d’ammoniaque dans cet
organelle (Jayakumar et al., 2004), ce qui pourrait expliquer l’induction du MPT, puisque
l’anm-ioniaque lui-mfme induit également le MPT dans les astrocytes en culture (Bai et al.,
2001). Bien qu’il soit possible que ce mécanisme survienne dans les astrocytes en culture,
qui selon plusieurs études expriment la glutaminase activée par les phosphates (Schousboe
et al., 1979; Kvamrne et al., 1982), un tel effet de la glutamine sur les astrocytes in vivo
reste à démontrer. Il existe en effet une controverse concernant l’expression de la
glutaminase activée par les phosphates par les astrocytes in vivo, puisqu’on considère
généralement que cette enzyme est sélectivement exprimée par les neurones. Toutefois,
quelques études suggèrent également la présence de la glutaminase activée par les
phosphates dans les cellules gliales du SNC (Subbalakshmi et Murthy, 1985; Rao et
Murthy, 1992; Takatsuna et al., 1994).
Mentionnons également que le gonflement lui-même des astrocytes produit
également de multiples modifications de la fonction cellulaire. En effet, une importante
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dépolarisation de la membrane plasmique survient lors du gonflement des astrocytes
(Kimelberg et Kettenmann, 1990). Cette dépolarisation de la membrane plasmique des
astrocytes affecte les gradients ioniques nécessaires au fonctionnement normal d’un grand
nombre de transporteurs, par exemple les transporteurs astrocytaires du glutamate. Il
semble également que le gonflement cellulaire lui-même (quelle qu’en soit l’origine) puisse
contribuer au stress oxydatif et entraîner la nitration des résidus tyrosine des protéines
($chliess et al., 2004).
Enfin, il est maintenant clair que les astrocytes subissent aussi diverses
modifications de leur expression génique lors de l’IRA. Parmi celles-ci, on compte la
baisse de l’expression du transporteur du glutamate EAAT-2, du transporteur de la glycine
Glytl et du canal osmotique aquaporine-4 (voir section 4, chapitre 1). Ces changements
affectent donc des protéines participant à une vaste gamme de fonctions cellulaires. Les
résultats de la présente étude confirment l’existence d’anomalies de l’expression génique
astrocytaire lors de l’IHA. Nous avons en effet démontré que l’IRA due à la
dévascularisation hépatique cause des modifications de l’expression de gènes codant pour
trois protéines astrocytaires supplémentaires jouant un rôle dans diverses fonctions
cellulaires, soit:
(1) La protéine glio-fibrillaire acide (GfAP); une protéine de structure du cytosquelette,
(2) Le récepteur des benzodiazépines de type périphérique (PTBR); une protéine
impliquée dans le transport mitochondrial du cholestérol, et
(3) Le transporteur facilitatif du glucose GLUT1, impliqué dans le métabolisme
énergétique cellulaire
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1.1 La protéine gtio-fibriltaire acide (GFAP)
1.1.1 Modification de l’expression de ta GFAP lors de l’insuffisance hépatique
Dans l’article 1, nous avons entrepris l’étude de l’expression de la GFAP dans le
modèle d’IHA causée par la dévascularisation hépatique chez le rat. Les résultats de cette
étude démontrent une baisse progressive de l’expression de la GFAP dans le cortex frontal
chez ce modèle animal d’IRA (Figures 1 et 3, article 1), apparaissant très tôt dans la
progression de l’EH, soit dès six heures après l’induction de l’IRA. Il est intéressant de
constater que la baisse d’expression de la protéine est précédée par une diminution des
niveaux de l’ARNm codant pour la GFAP (Figure 1, article 1). Compte tenu de la
concentration élevée d’ammoniaque observée dans le cerveau lors de l’IRA, la perte
d’expression de l’ARNm codant pour la GFAP rapportée ici n’est pas sans rappeler les
résultats d’une étude de Neary et collègues (1994) démontrant une baisse d’expression de la
GFAP causée par la déstabilisation spécifique de l’ARNm codant pour la GFAP dans des
cultures d’astrocytes exposées à l’ammoniaque. D’autre part, notre étude ne démontre
aucun changement de l’expression de la protéine S100F3 (Figure 2, article 1), une protéine
impliquée dans la phosphorylation de la GFAP (Ziegler et al., 1998) et dans l’organisation
du cytosquelette en général (Donato, 2003). L’absence de changement des niveaux
d’expression de la S100f3 et de l’actine-f3 (Figure 2, article 1) suggère que l’IHA cause une
perte spécifique de l’expression de la GFAP, et non pas une désorganisation généralisée du
cytosquelette dans le cerveau de ces animaux.
Alors que notre étude démontre pour la première fois une baisse de l’expression de
la GFAP lors de l’IRA, plusieurs études se sont intéressées à l’expression de la GFAP dans
la forme chronique de l’encéphalopathie hépatique. Dans leur ensemble, les études post
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mortem évaluant l’immunoréactivité de la GFAP dans le cerveau de patients atteints d’une
insuffisance hépatique chronique s’entendent pour dire qu’il y a une baisse d’expression de
la GFAP dans le cortex cérébral (Sobel et al., 1981; Kretzschmar et al., 1985; Kimura et
Budka, 1986), les ganglions de la base (Sobel et al., 1981; Kretzschmar et al., 1985) et le
thalamus (Sobel et al., 1981), alors que l’immunoréactivité de la GFAP est inchangée dans
la matière blanche cérébrale chez ces mêmes patients (Sobel et al., 1981; Kretzschmar et
al., 1985; Kimura et Budka, 1986). Cependant, chez le rat ayant subi une anastomose porto-
cave, un modèle de dysfonction hépatique chronique, le patron d’immunoréactivité de la
GFAP est plus difficile à cerner. On observe généralement une diminution de
l’immunoréactivité de la GFAP, en particulier dans le cortex cérébral (Norenberg, 1977), la
couche granulaire cérébelleuse et la matière blanche du cervelet (Suarez et al., 1992), ainsi
que dans la lame gliale ventrale du noyau supraoptique (Suarez et al., 1996), alors que
l’immunoréactivité de la GFAP augmente dans certaines populations d’astrocytes dont les
cellules gliales de Bergmann du cervelet ($uarez et al., 1992) ainsi que dans les astrocytes
du noyau supraoptique ($uarez et al., 1996). D’autre part, comme c’est également le cas
dans notre modèle d’EH aigu chez le rat, l’expression de la protéine S1OO3 n’est pas
changée chez les patients atteints d’EH chronique (Kimura et Budka, 1986).
1.1.2 facteurs modUïant l’expression de ta GFAP
Les facteurs responsables de la baisse d’expression de la GFAP dans le cortex
frontal lors de l’EH chronique ou aigu ne sont pas connus. Toutefois, comme nous l’avons
mentionné plus haut, certaines études indiquent un rôle possible de l’ammoniaque. Un lien
entre l’hyperammoniémie et la perte de la GFAP a d’abord été suggéré par une étude
rapportant une tendance à la baisse de l’immunoréactivité de la GFAP chez des rats soumis
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à une diète riche en ammoniaque (Bodega et al., 1993). D’autre part, l’exposition de
cultures d’astrocytes à des concentrations croissantes d’ammoniaque cause une baisse
proportionnelle de l’expression de la GFAP (Norenberg et al., 1990; Neary et al., 1994). Il a
en effet été démontré que l’ammoniaque induit, à des doses comparables à celles observées
dans le cerveau lors de l’IRA, une perte de stabilité de l’ARNm de la GFAP d’environ 50
%, alors que le niveau de transcription de la GFAP demeure inchangé dans ces cellules
(Neary et al., 1994).
Mis à part l’ammoniaque, l’expression de la GFAP peut être modifiée par de
nombreux facteurs circulants parmi lesquels on compte certaines cytokines (Oh et al., 1993;
Balasingam et al., 1994; Laping et al., 1994), les glucocorticoïdes (O’Callaghan et al., 1989;
De Nicola et al., 1998), les hormones stéroïdiennes (Day et al., 1993), ainsi que les
hormones thyroïdiennes (Lima et al., 1997). Cependant, très peu d’informations concernant
le rôle ainsi que les concentrations cérébrales respectives de ces facteurs lors de l’IRA sont
présentement disponibles, si bien que l’implication d’un ou plusieurs de ces facteurs dans
les modifications de l’expression de la GFAP survenant lors de l’IRA, bien qu’elle ne
puisse être exclue, reste très incertaine.
1.1.3 Conséquences d’une perte d’expression de ta GFAP
La disponibilité de souris «knock-out» dont l’expression de la GFAP est
supprimée a permis une meilleure compréhension des fonctions cellulaires de la GFAP
(Pekny, 2001). Parmi ces fonctions, il semble que la GFAP soit impliquée dans la
résistance mécanique du cerveau, comme le suggère une étude démontrant une sensibilité
accrue des souris déficientes en GFAP dans un modèle de percussion cérébrale (Nawashiro
et al., 199$). D’autre part, la GFAP, de concert avec la vimentine, autre protéine des
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filaments intermédiaires, est impliquée dans la régulation du volume des astrocytes. En
effet, lorsque mis en culture, les astrocytes dépourvus de filaments intermédiaires relâchent
moins de taurine en réaction à un stress hypotonique que les astrocytes normaux, suggérant
une anomalie de leur mécanismes de régulation du volume intracellulaire (Ding et al.,
1998). De plus, l’exposition de cultures d’astrocytes à l’ammoniaque cause une
augmentation du volume intracellulaire concomitante à une perte d’expression de la GFAP
(Norenberg et al., 1990; Norenberg et al., 1991).
Les résultats de la présente étude suggèrent un rôle de la GFAP dans les
mécanismes responsables de l’apparition de l’oedème cérébral lors de l’IHA (article 1). En
effet, lorsque l’on met en relation l’expression moyenne de la GFAP en fonction du
contenu en eau pour chaque groupe étudié, on observe un lien entre la perte d’expression de
la GFAP et l’apparition de l’oedème cérébral lors de la progression de l’encéphalopathie
(Figure 3.1, ci-dessous).
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Figure 3.1 Relation négative entre le niveau d’expression de la GFAP et
l’oedème cérébral dans le cerveau de rats ayant une IHA
r2 = 0.9954
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Le mécanisme précis par lequel une baisse d’expression de la GFAP contribue à
l’oedème cérébral lors de l’IRA est inconnu, mais certains suggèrent qu’une diminution de
l’expression de la GFAP cause une altération des propriétés visco-élastiques des astrocytes,
facilitant leur gonflement (Neary et al., 1994). D’autre part, une diminution de l’expression
de la GFAP est associée à une importante hausse de la concentration intracellulaire de
glutamine qui augmente de 150 % dans les cultures d’astrocytes de souris GFAP +1- et de
200 % dans les astrocytes de souris GFAP -I- (Pekny et al., 1999). Ainsi, en plus de la
production astrocytaire de glutamine reliée à la détoxification de l’ammoniaque, il est
possible que la baisse d’expression de la GFAP contribue à une accumulation
supplémentaire de glutamine dans les astrocytes lors de l’IHA qui, rappelons-le, est un
facteur important impliqué dans l’apparition de l’oedème cérébral.
Bien qu’une baisse d’expression de la GFAP survienne tant lors de l’insuffisance
hépatique chronique qu’aigu, il est important de souligner que l’oedème cérébral sévère ne
se développe que lors de l’IRA, alors que l’EH chronique est au plus associée à un oedème
cérébral léger (< low grade »). Une explication possible à cette divergence entre les formes
chronique et aigu de l’EH est la nature multifactorielle de l’oedème cérébral associé à
l’IRA. Il est en effet possible que les altérations de l’architecture cellulaire causées par la
baisse de la GFAP, associées à l’accumulation importante de glutamine et aux changements
hémodynamiques survenant lors de l’IRA contribuent ensemble à l’apparition d’un oedème
cérébral sévère. D’autre part, il est possible que, contrairement à l’IRA, qui présente une
progression très rapide, l’évolution lente de l’encéphalopathie hépatique chronique favorise
la mise en place de mécanismes compensatoires permettant de minimiser les changements
du volume cérébral (Haussinger et al., 2000).
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1.2 Le récepteur des benzodiazépines de type périphérique (PTBR)
1.2.1 Modification de l’expression de PTBR tors de l’insuffisance hépatique
Dans un deuxième temps, les résultats de la présente étude démontrent une hausse
de l’expression de PTBR dans le cortex frontal de rats en coma hépatique causé par la
dévascularisation hépatique (Article 2). PTBR est un récepteur des benzodiazépines situé
sur la membrane mitochondriale des cellules gliales, et en particulier des astrocytes (voir
section 4.6 de l’Introduction). Aux stades avancés de l’encéphalopathie, on observe une
hausse des niveaux d’ARNm de la sous-unité IBP (Figure 2, Article 2) et une augmentation
concomitante du nombre de sites de liaison du [3H]PK11195 (Figure 3, Article 2), un
ligand spécifique de PTBR, dans le cortex frontal de rats ayant une IRA. Il est important de
préciser que les études précédentes démontrant une augmentation de l’expression de PTBR
lors de l’IRA faisaient appel à la thioacétamide afin d’induire la dysfonction hépatique
(Itzhak et al., 1995; Kadota et al., 1996). Or, il a été démontré que la thioacétamide traverse
la BHE et produit une mort neuronale chez le rat (Peeling et al., 1993), ce qui rend cette
drogue inappropriée pour l’étude des complications neurologiques de l’IRA, puisque la
mort neuronale n’est pas une caractéristique propre à cette condition. Contrairement aux
modèles faisant usage de la thioacétamide, la mort neuronale et la gliose réactionnelle qui
en résulte ne sont pas observées dans notre modèle expérimental d’IHA, ce qui permet de
penser que la hausse de l’expression de PTBR observée dans la présente étude n’est pas
simplement due à une prolifération des cellules gliales survenant suite à la mort neuronale.
Depuis quelques années, on porte un intérêt grandissant aux effets protecteurs de
l’hypothermie légère sur la fonction cérébrale lors de 1’IHA. Il est important de mieux
comprendre les mécanismes par lesquels l’hypothermie agit afin d’en faciliter
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l’introduction dans la pratique clinique courante. La présente étude confirme les résultats
d’études précédentes démontrant que l’hypothermie légère protège contre l’apparition de
l’oedème cérébral lors de l’IRA (Figure 1, Article 2) (Rose et al., 2000; Chatauret et al.,
2003). De plus, l’hypothermie atténue l’augmentation de l’expression de PTBR et prévient
la hausse de la concentration cérébrale de pregnénolone qui en résulte (Figure 4, Article 2).
Ces résultats suggèrent que l’inhibition de l’induction de PTBR est l’un des mécanismes
contribuant à l’effet protecteur de l’hypothermie légère lors de l’IRA et supportent
l’hypothèse selon laquelle PTBR et les neurostéroïdes sont impliqués dans les mécanismes
responsables de l’oedème cérébral associé à l’IRA (voir section 1.2.3, ci-dessous).
De façon similaire à nos résultats chez le rat ayant une IRA, de nombreuses études
démontrent que l’insuffisance hépatique chronique entraîne une régulation à la hausse de
PTBR. Ainsi, le nombre de sites de liaison du PK11195, un antagoniste spécifique de
PTBR, est augmenté dans le cortex frontal et les noyaux caudés de patients décédés suite
d’un coma hépatique (Lavoie et al., 1990). Une étude d’immunobuvardage réalisée grâce à
des anticorps spécifiques à la sous-unité IBP du récepteur PTBR suggère que
l’augmentation de l’expression de IBP dans des échantillons de cortex cérébral prélevés à
l’autopsie chez des patients ayant une EH chronique est associée à la présence d’astrocytes
Alzheimer de type II (confirmée par un examen pathologique) puisque les patients ayant
une EH en l’absence d’astrocytose Alzheimer de type II ne présentent pas de hausse
d’expression de PTBR (Bélanger et al., 2003).
D’autre part, une augmentation de l’expression de 1’ARNm codant pour IBP,
accompagnée d’une hausse du nombre de sites de liaison du PK1 1195 sont aussi observées
dans le cerveau de rats suite à une anastomose porto-cave, un modèle de dysfonction
hépatique chronique (Rao et al., 1994; Leong et aÏ., 1994; Desjardins et al., 1999a). Ces
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animaux présentent également une augmentation de l’expression de PTBR dans les reins,
alors que l’expression de PTBR est à la baisse dans les testicules (Rao et al., 1994;
Desjardins et al., 1999a). Ces changements d’expression de PTBR dans les organes de la
périphérie sont possiblement la conséquence de l’hyperthrophie et de l’atrophie respective
des reins et des testicules suite à l’anastomose porto-cave (Rao et al., 1994; Desjardins et
al., 1999a).
1.2.2 facteurs modifiant !‘expressiolt de PTBR
1.2.2.] L ‘ammoniaque
L’hyperammoniémie est généralement accompagnée d’une hausse de l’expression
cérébrale de PTBR et joue vraisemblablement un rôle central dans l’induction de PTBR
lors de la dysfonction hépatique. On observe en effet une augmentation du nombre de sites
de liaison de PTBR dans le cerveau de souris rendues hyperammoniémiques suite à
l’administration de sels d’ammonium (Itzhak et al., 1995), dans le cerveau de souris ayant
une hyperammoniémie congénitale causée par le défaut d’une enzyme du cycle de l’urée
(Rao et al., 1993), ainsi que dans les cultures d’astrocytes exposées à l’ammoniaque (Itzhak
et Norenberg, 1 994a). Il est donc raisonnable de penser que l’induction de PTBR observée
dans le cerveau de rats ayant une IRA soit causée par l’augmentation de la concentration
cérébrale d’ammoniaque. Dans le même ordre d’idée, il est possible que la baisse de la
capture d’ammoniaque par le cerveau obtenue grâce à l’hypothermie légère (Rose et al.,
2000) soit l’un des mécanisme expliquant l’effet protecteur de l’hypothermie sur
l’induction de PTBR dans ce modèle d’IHA (Figures 2 et 3, Article 2).
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1.2.2.2 Le stress
Le stress est un autre facteur capable de modifier l’expression de PTBR. Par
exemple, un stress aigu causé par l’administration d’une forte dose d’électrochocs cause
une augmentation de l’expression de PTBR dans le cortex cérébral (Basile et al., 1987). Le
stress chirurgical aigu inhérent à la laparotomie (Okun et aÏ., 1988) ainsi que le stress causé
par la nage forcée (Novas et al., 1987) causent également une régulation à la hausse du
nombre de sites spécifiques de PTBR. Contrairement à l’effet du stress aigu, le stress
chronique induit par l’administration répétée d’électrochocs cause une baisse de
l’expression de PTBR dans le cortex cérébral (Drugan et al., 1986). Notons que dans le but
d’éviter tout biais causé par le stress dans notre étude, les groupes expérimentaux ont été
soumis à des manipulations similaires. Ainsi les animaux contrôles ont été soumis à la
manipulation par l’expérimentateur, l’anesthésie, la laparotomie de même que le clampage
de la veine porte et de la veine cave pour une durée équivalente à celle nécessaire à la
construction de l’anastomose porto-cave.
1.2.2.3 Le manganèse
L’exposition de cultures primaires d’astrocytes au manganèse cause une
augmentation du nombre de sites de liaison spécifiques de PTBR (Hazell et al., 1999). De
plus, dans un modèle de toxicité par inhalation du manganèse chez le rat, on observe une
importante augmentation de la concentration de manganèse dans le globus pallidus,
accompagnée d’une augmentation de l’expression de PTBR dans cette même région
(Hazeli et al., 2003). Ces études suggèrent un rôle de l’accumulation cérébrale de
manganèse dans l’induction de PTBR observée dans le cerveau de patients lors de
l’insuffisance hépatique chronique (Hazell et Butterworth, 1999). Il est toutefois peu
probable qu’un tel mécanisme soit en cause dans l’induction de PTBR lors de l’IHA
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puisque la concentration cérébrale de manganèse est inchangée lors de l’IHA (Rose et al.,
1999a).
1.2.3 Conséquences d’une inductioiz de l’expression de PTBR
En raison des nombreuses fonctions cellulaires attribuées à PTBR, il est difficile de
déterminer avec certitude l’effet d’un changement d’expression de ce dernier. Toutefois, la
fonction la mieux connue de PTBR est sans doute son rôle dans le transport du cholestérol
dans la mitochondrie, un événement nécessaire à la stéroïdogénèse. Le concept voulant que
le cerveau soit un organe actif de la stéroïdogénèse n’a émergé qu’assez récemment, dans
les années 1980, et a depuis permis de mettre en évidence de nombreux effets modulateurs
de cette nouvelle classe de molécules sur la fonction du SNC. La figure 3.2 donne un
aperçu des voies actives de synthèse des neurostéroïdes dans le SNC.
cholestérol
P4SOsccI
pregnénolone P450C17 Déshydroépiandrostérone
(DHEA)
313_HSDI
P350C21progesterone Désoxycorticostérone (DOC)
5aréductaseI 5a-réductase
5a-DHP Sa-DB DOC
(Sa-Dihydroprogestérone) (5a-DihydroDOC)
3aHSDI , 3a-HSD
3a-5a-THP 3a-5a-THDOC
(3a—Sa-Tétrahydroprogestérone) (allotétrahydroDOC)
(ou allopregnanolone)
Figure 3.2 Voies de synthèse des neurostéroïdes. Les enzymes de synthèse sont indiqués
en bleu. P45Oscc: «cholesterol side chain cleavage », 33-HSD: 33-hydroxysteroïde
déshydrogénase, 3Œ-HSD: 3Œ-hydroxystéroîde déshydrogénase, P450C21: 21-hydroxylase,
P450C 17: 17Œ-hydroxylase/17,20-lyase.
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Plusieurs études suggèrent qu’une activation de ces voies de synthèse causée par
l’induction de PTBR soit impliquée dans les mécanismes responsables des complications
cérébrales de l’IRA (encéphalopathie et oedème cérébral). Dans un premier lieu, des études
menées chez la souris hyperammoniémique (Itzhak et al., 1995), ainsi que dans des
modèles d’IRA chez la souris (Itzhak et al., 1995) ou (dans la présente étude) chez le rat
(Figure 4, Article 2) ont démontré que dans diverses situations où l’on observe une
induction de PTBR, la concentration cérébrale de pregnénolone, le précurseur des
neurostéroïdes, augmente simultanément. L’activation de la voie de synthèse des
neurostéroïdes se reflète également par des niveaux élevés de tétrahydroprogestérone
(THP) et de tétrahydrodéoxycorticostérone (THDOC) lors de l’hyperammoniémie ou de
l’IHA causée par la thioacétamide chez la souris (Norenberg et al., 1997). L’augmentation
de la synthèse des neurostéroYdes semble avoir un effet délétère, puisque l’inhibition de
PTBR par l’antagoniste du site IBP réduit significativement la mortalité suite à
l’administration d’une dose létale d’ammoniaque (Itzhak et Norenberg, 1994b). De plus,
l’administration de THP ou de THDOC à des souris saines cause des symptômes très
similaires à ceux caractérisant l’EH, soit la léthargie et l’ataxie progressant vers la perte du
réflexe de redressement et le coma (Norenberg et al., 1997).
Les neurostéroïdes sont de puissants modulateurs de l’excitabilité neuronale, ce qui
pourrait expliquer leur capacité à induire des symptômes apparentés à l’encéphalopathie, en
particulier si l’on considère leur capacité à potentialiser la neurotransmission
GABAergique. Par exemple, le THP et le THDOC sont les modulateurs allostériques du
récepteur GABAA les plus efficaces qui soient connus et ont par conséquent un effet
dépresseur sur le SNC (Majewska et al., 1986; Norenberg et al., 1997). D’autre part,
certains neurostéroïdes tels la forme sulfatée de la pregnénolone (PS) ainsi que le
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déhydroépiandrostérone (DHEA) et sa forme sulfatée (DHEAS) ont au contraire un effet
inhibiteur sur la fonction du récepteur GABAA (Mellon et Griffin, 2002). D’autres systèmes
de neurotransmission sont également modulés par les neurostéroïdes. Par exemple, le
DHEA et le PS exercent tous deux un effet modulateur positif sur le récepteur
glutamatergique NMDA, alors que l’activité des récepteurs AMPA et kainate est inhibée
par le PS (Mellon et Griffin, 2002). Bref, les neurostéroïdes peuvent avoir divers effets sur
la neurotransmission, bien qu’il semble que dans l’ensemble, un effet inhibiteur général de
l’excitabilité neuronale prédomine lors de l’II-TA.
Outre leurs effets sur la neurotransmission, certaines études suggèrent également
une contribution possible de PTBR et des neurostéroïdes au gonflement des astrocytes
causant l’oedème cérébral. En effet, dans une étude menée dans des cultures astrocytaires, le
PK1 1195, un antagoniste spécifique de PTBR, inhibe significativement le gonflement des
cellules causé par l’ammoniaque, alors que le Ro5-4864, un agoniste de PTBR, a l’effet
contraire et potentialise le gonflement des astrocytes induit par l’ammoniaque (Norenberg
et Bender, 1994). De plus, plusieurs neurostéroïdes tels le DHEAS, le THP, la PS ainsi que
le THDOC peuvent soit inhiber, soit augmenter le gonflement des astrocytes causé par
l’ammoniaque, selon la concentration utilisée (Bender et Norenberg, 1998). Il est cependant
difficile de savoir avec précision la contribution réelle des neurostéroïdes à l’oedème
cérébral, puisque leur concentration respective dans le cerveau lors de l’IRA n’est pas
connue.
Enfin, il semble que PTBR joue également un rôle central dans les mécanismes
responsables du stress oxydatif. Certains suggèrent entre autres que PTBR est l’un des
éléments composant le pore de transition de perméabilité mitochondriale (Galiegue et al.,
2003). Il a été démontré que l’exposition de cultures d’astrocytes à divers ligands de PTBR
152
induit la production de radicaux libres et que cet effet peut être bloqué par la cyclosporine
A, un inhibiteur du MPT (Jayakumar et al., 2002). Dans le même ordre d’idée, l’exposition
de cultures d’astrocytes à divers ligands de PTBR cause également une augmentation de la
nitration des résidus tyrosine des protéines, une conséquence directe du stress oxydatif
(Gorg et al., 2003). Bien que son implication dans les mécanismes responsables des
complications cérébrales survenant à la suite de l’insuffisance hépatique soit incertaine, un
intérêt grandissant est porté au rôle du stress oxydatif lors de l’IHA.
1.3 Le transporteurfacititatfdu glucose GLUT1
1.3.1 Modflcation de l’expression de GLUT1 tors de l’instfJïsance hépatique aigile
Les résultats de l’article 3 démontrent une augmentation de l’expression du
transporteur du glucose GLUT1 au niveau de I’ARNm (Figure 1, Article 3) ainsi que de la
protéine (Figure 3 et 4, Article 3) dans le cortex de rats ayant une IHA causée par la
dévascularisation hépatique. GLUT1 est non seulement exprimé par les astrocytes, mais
également par les cellules endothéliales des capillaires sanguins qui constituent la BHE où
il joue un rôle central dans le transport du glucose en provenance du sang vers le SNC. Il
est intéressant de constater que tant la forme astrocytaire (45 kDa) que la forme
endothéliale (55 kDa) de GLUT1 (qui diffèrent l’une de l’autre par leur degré de
glycosylation) sont induites lors de l’IHA chez le rat (Figure 3, Article 3). D’autre part,
notre étude suggère également que l’induction de GLUT1 contribue à une augmentation du
transport du glucose vers le $NC lors des stades avancés de l’encéphalopathie causée par
l’IHA (Tableau 2, Article 3), appuyant l’hypothèse selon laquelle l’IRA cause un
dérangement du métabolisme énergétique cérébral.
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Des études menées dans deux modèles différents d’IRA démontrent que la
concentration cérébrale des phosphates à haute énergie tels l’ATP et la phosphocréatine
demeure dans les valeurs normales chez les animaux ayant une IHA (Deutz et al., 1988a;
Bates et al., 1989). Cependant, malgré l’absence apparente d’un déficit énergétique net,
plusieurs études suggèrent la présence d’anomalies plus subtiles du métabolisme
énergétique cérébral lors de l’II-IA. Une récente étude de résonance magnétique nucléaire
démontre en effet une déficience du métabolisme oxydatif du glucose, accompagnée d’une
nette augmentation de la synthèse de novo du lactate à partir de [1-’3C]glucose, lors de
l’IHA causée par la dévascularisation hépatique chez le rat (Zwingmann et al., 2003).
Ainsi, cette étude suggère que l’IHA s’accompagne au niveau du SNC d’un ralentissement
du cycle de Krebs résultant en une augmentation compensatoire de la glycolyse, qui
pourrait en partie expliquer le maintien des niveaux cérébraux d’ATP lors de l’IRA. En
appui à cette hypothèse, de nombreuses études rapportent une augmentation de la
concentration cérébrale de lactate dans différents modèles expérimentaux d’IHA (Bates et
al., 1989; Bosman et al., 1990; Peeling et al., 1993; Nyberg et al., 1998), suggérant qu’il y a
en effet une stimulation de la glycolyse dans le cerveau de ces animaux.
Si l’on considère les résultats des études mentionnées plus haut suggérant une
inhibition partielle du métabolisme oxydatif et une stimulation compensatoire de la
glycolyse dans le cerveau lors de l’IRA, il est raisonnable de penser que l’induction de
GLUT1 que nous observons dans les cellules de la BRE permet d’augmenter l’apport du
glucose au cerveau afin de maintenir les niveaux d’ATP constants grâce à la glycolyse. En
effet, celle-ci nécessite une quantité supérieure de glucose puisqu’elle ne produit que deux
molécules d’ATP par molécule de glucose, comparativement aux 36 molécules d’ATP
produite par l’oxydation complète du glucose dans la mitochondrie.
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D’autre part, il est intéressant de constater que l’IHA cause une augmentation de
l’expression de la forme astrocytaire de GLUT1 (45 kDa), alors que l’expression du
transporteur neuronal du glucose GLUT3 est inchangée (Figure 1, Article 3). De prime
abord, ces résultats peuvent paraître surprenants puisque l’on considère généralement que
l’activité neuronale est responsable de l’immense majorité de la demande énergétique
cérébrale (Attwell et Laughlin, 2001). Ces résultats sont toutefois cohérents avec
l’hypothèse de la navette du lactate (Pellerin et al., 1998; Pellerin et Magistretti, 2003) qui
retient énormément d’attention depuis quelques années. Selon cette hypothèse, les
astrocytes jouent un rôle central dans le contrôle du métabolisme énergétique cérébral en
étant les principaux responsables de l’augmentation de l’utilisation du glucose en réponse à
l’activation neuronale. Le lactate ainsi produit dans les astrocytes serait transporté vers les
neurones où il serait entièrement oxydé par le cycle de Krebs suite à sa conversion en
pyruvate, fournissant aux neurones l’énergie leur étant nécessaire. Ainsi, cette
compartimentation (probablement partielle) de la glycolyse dans les astrocytes permettrait
d’expliquer l’existence d’un lien étroit entre l’expression de GLUT1 et l’utilisation
cérébrale locale du glucose (Zeller et al., 1997), alors qu’au contraire, l’expression de
GLUT3 reflète mal l’utilisation cérébrale locale du glucose (Zeller et al., 1995).
1.3.2 facteurs modjfiant l’expression de GLUT1
L’expression de GLUT1 peut être modifiée par de nombreux facteurs. En premier
lieu, nous avons observé dans la présente étude un effet inducteur de concentrations
pathophysiologiques d’ammoniaque sur l’expression de GLUT1 dans des cultures
primaires d’astrocytes (Figure 5a, Article 3), suggérant un rôle direct de l’ammoniaque
dans la hausse de l’expression de GLUT1 dans le cortex de rats ayant une IHA. De façon
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analogue à ce que l’on observe in vivo, l’induction de GLUT1 causée par l’ammoniaque se
traduit par une augmentation de l’utilisation du glucose dans les astrocytes en culture
(Article 3, Figure 5b).
En raison de son importance dans le transport du glucose à la BHE, il n’est pas
surprenant de constater que l’expression de GLUT1 peut être modifiée en réponse à un
changement important de la concentration circulante de glucose. Ainsi, les niveaux de
GLUI1 à la BHE augmentent suite à l’hypoglycémie chronique (Kumagai et al., 1995;
$impson et al., 1999), alors que l’hyperglycémie chronique produit l’effet inverse et réduit
l’expression de GLUT1 à la BHE (Pardridge et al., 1990; Duelli et al., 2000). L’induction
de GLUT1 en réponse à l’hypoglycémie suggère que GLUT1 fait partie de la famille des
«glucose-regulated proteins» (GRP) qui est composée d’un ensemble de protéines
chaperonnes induites par l’hypoglycémie, mais également par plusieurs autres sources de
stress cellulaire (Wertheimer et al., 1991; Lee, 2001). Contrairement à GLUT1,
l’expression d’autres membres de cette famille de protéines (GRP-78 et GRP-94) est
inchangée dans notre étude (Figure 2, Article 3), ce qui suggère que l’hypoglycémie ou le
simple stress ne peuvent expliquer l’induction de GLUT1 observée dans le cerveau de rats
suite à l’IRA.
Il a également été démontré que l’hyperosmolarité causée par le mannitol augmente
l’expression de GLUT1 au niveau du messager et de la protéine dans les cellules clone 9
(dérivées du foie) (Hwang et Ismail-Beigi, 2001) ainsi que dans les cellules musculaires L6
(Taha et al., 1997). Il est possible qu’un mécanisme similaire soit impliqué dans l’induction
de GLUT1 dans notre modèle d’IHA puisqu’une étude récente démontre une augmentation
importante de la somme des osmolytes organiques dans le cerveau chez ces animaux
(Zwingmann et al., 2004). Des études complémentaires sont cependant nécessaires
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puisqu’aucune étude ne s’est jusqu’à présent intéressée à l’effet de l’hyperosmolarité sur
l’expression de GLUT1 dans les astrocytes.
D’autre part, l’hypoxie est un autre facteur capable de modifier l’expression de
GLUT1. En effet, l’ischémie cérébrale cause une augmentation de l’expression de GLUI1
dans le cerveau d’animaux adultes (Urabe et al., 1996) ou immatures (Vannucci et al.,
1996). Des études in vitro démontrent également une induction de GLUT1 dans les cellules
en culture suite à l’ischémie (Bruckner et al., 1999; Boado et Pardridge, 2002). Notons
toutefois que, mis à part certains cas extrêmes où l’augmentation de la pression
intracrânienne est telle que la circulation sanguine cérébrale est compromise, l’hypoxie
cérébrale n’est généralement pas observée lors de l’IHA (Larsen, 2002).
Enfin, il a été démontré que même en présence d’oxygène, l’inhibition de la
phosphorylation oxydative par des inhibiteurs de la fonction mitochondriale cause une
induction de l’expression de GLUT1 (Shetty et al., 1993; Becker et al., 1996). Il semble
ainsi que l’hypoxie et l’inhibition de la phosphorylation oxydative exercent leur action sur
l’expression de GLUT1 par des mécanismes indépendants (Ebert et al., 1995; Behrooz et
Ismail-Beigi, 1997). Certaines données expérimentales suggèrent que l’hyperammoniémie
entraîne une dysfonction de la phosphorylation oxydative (Kosenko et al., 1996; Qureshi et
al., 199$). On ne peut donc exclure la possibilité d’un effet indirect de l’ammoniaque sur
l’expression de GLUTY suite à une inhibition de la chaîne respiratoire chez les animaux
ayant une IRA de même que dans les cultures astrocytaires exposées à l’ammoniaque.
1.3.3 Conséquences d’une induction de l’expression de GLUT1
Chez l’humain, le syndrome de la déficience de GLUT1, causé par une mutation du
gène de GLUT1, a de profonds effets sur la fonction du SNC et peut causer un retard
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mental, la microcéphalie ainsi qu’une variété d’anomalies de la fonction motrice et du
métabolisme énergétique cérébral (Pascual et al., 2004). Si les effets de la déficience de
GLUT1 sont assez bien connus, on ne peut en dire autant des conséquences d’une
augmentation de l’expression de GLUT1. Évidemment, l’effet premier de l’induction de
GLUT1 dans les cellules en culture est l’augmentation du transport du glucose (Bruckner et
al., 1999; Hwang et Ismail-Beigi, 2001) ce qui se traduit chez les animaux par une
augmentation de la capture de glucose par le cerveau (Simpson et al., 1999) (Article 3,
Tableau 2). Il semble toutefois que l’induction de GLUT1 puisse avoir d’autres effets sur le
fonctionnement du SNC. La Figure 3.3 résume les principales conséquences possibles
d’une induction de GLUT1 lors de l’IHA.
CAPILLAIRE
Figure 3.3 Shéma représentant les événements pouvant résulter d’une induction de
GLUT1 lors de l’IHA causée par la dévascularïsation hépatique. L’expression de
GLUT1 est augmentée suite à un dérangement du métabolisme énergétique oxydatif afin de
maintenir les niveaux d’ATP via l’activation de la glycolyse. Ce mécanisme contribue
potentiellement à l’augmentation de la synthèse cérébrale de lactate observée dans ce
modèle d’IHA. Les transporteurs du glucose peuvent également participer au transport de
l’eau, suggérant un rôle de l’induction de GLUT1 dans l’apparition de l’oedème cérébral
lors de l’IHA.
Dans un premier temps, il a été démontré que les transporteurs facilitatifs du
glucose, dont GLUT1 fait partie, peuvent également servir de canal osmotique, même en
l’absence de glucose (Fischbarg et al., 1990). Un rôle des transporteurs du glucose dans le
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mouvement cellulaire de l’eau est entre autres illustré par le fait que des inhibiteurs des
transporteurs facilitatifs du glucose causent une diminution de la perméabilité cellulaire à
l’eau (fischbarg et al., 1989; Loike et al., 1993). À la lumière de ces études, il apparaît
possible que l’induction de GLUT1 favorise l’apparition de l’oedème cérébral lors de
l’IHA. Un telle hypothèse serait en effet cohérente avec les études démontrant le
gonflement cellulaire localisé surtout au niveau des astrocytes (Traber et al., 1987; Kato et
al., 1989; Kato et al., 1992), mais également des cellules endothéliales (Kato et al., 1992)
lors de l’IRA, soit les deux principaux types cellulaires exprimant GLUT1 dans le cerveau.
D’autre part, conm-ie nous l’avons déjà mentionné, il est possible que l’inhibition du
métabolisme oxydatif cérébral survenant lors de l’IRA soit à l’origine de l’induction de
GLUT1, ayant pour effet de fournir plus de glucose au cerveau afin de soutenir la
production d’ATP grâce à la glycolyse. Cela pourrait en effet expliquer l’accumulation de
lactate fréquemment observée lors de l’IRA (Bosman et al., 1990; Peeling et aÏ., 1993;
Mans et al., 1994; Zwingmann et al., 2003). Il semble cependant que cette accumulation de
lactate ait des effets délétères sur la fonction cérébrale.
Plusieurs études démontrent que l’accumulation cérébrale de lactate lors de 1’ IHA
augmente progressivement en parallèle avec la détérioration des symptômes neurologiques
(Thenien et al., 1991; Mans et al., 1994; Zwingmaim et al., 2003) et est sélectivement
normalisée chez les animaux protégés par l’hypothermie légère (Chatauret et al., 2003). De
façon plus spécifique, la concentration cérébrale de lactate augmente en parallèle avec
l’apparition des changements du tracé électro-encéphalographique caractérisant
l’encéphalopathie et le coma dans un modèle expérimental d’IHA chez le rat (Deutz et al.,
1988b). Il est intéressant de noter qu’on observe également une augmentation de la
concentration cérébrale de lactate en relation avec le degré d’encéphalopathie chez des
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patients ayant une insuffisance hépatique chronique (Yao et al., 1987). De plus,
l’amélioration des symptômes de l’encéphalopathie chez ces patients s’accompagne d’une
diminution de la concentration cérébrale de lactate (Yao et al., 1987).
Certaines études suggèrent également un rôle du lactate dans l’apparition de
l’oedème cérébral associé à l’IHA. En effet, une étude menée dans un modèle d’IHA chez le
chien démontre une augmentation progressive du niveau de lactate dans le cerveau de ces
animaux en fonction de l’augmentation de la pression intracrânienne, avec une
augmentation brusque du lactate survenant juste avant la mort cérébrale (Nyberg et al.,
1998). De plus, Tofleng et al. (2002), dans une étude utilisant la microdialyse in vivo chez
l’homme, sont parvenus à mesurer les niveaux extracellulaires de lactate simultanément à la
pression intracrâniemie chez des patients atteints d’IRA. Cette étude démontre que les
élévations brusques de la pression intracrânienne sont toujours précédées d’une
augmentation de la concentration extracellulaire de lactate, suggérant un rôle de
l’accumulation de lactate dans le développement de l’oedème cérébral lors de Ï’IHA. Il a par
ailleurs été démontré que le lactate cause un gonflement des astrocytes in vitro (Plesnila et
al., 1999). L’induction de GLUT1 pourrait donc indirectement contribuer au
développement de l’oedème cérébral en augmentant la disponibilité du glucose nécessaire
pour la glycolyse, qui elle-même cause une accumulation de lactate.
2.4 Rôle de l’ammoniaque dans tes changements de l’expression génique associés à
t ‘1114
L’expression génique est contrôlée par de très nombreux facteurs pouvant moduler
chacune des étapes intervenant entre la transcription et la traduction. Dans le cas particulier
de l’IRA, on constate que l’ammoniaque est un facteur central impliqué dans plusieurs des
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changements d’expression rapportés. Cette conclusion découle entre autres de nombreuses
études in vitro qui démontrent que l’exposition de cultures d’astrocytes à l’ammoniaque
reproduit la plupart des changements d’expression astrocytaire observés dans divers
modèles expérimentaux d’IHA. Le tableau 3.1 résume les modifications connues de
l’expression génique causées par l’exposition d’astrocytes en culture à des concentrations
pathologiques d’ammoniaque.
Protéine Altération Référence
GFAP , ARNm (Norenberg et al., 1990)
] protéine (Neary et al., 1994)
Heme oxygénase 1 1 ARNm (Warskulat et al., 2002)
PTBR j’ Sites de liaison (Itzhak et Norenberg, 1 994a)
Aquaporine 4 j’ protéine (Rama Rao et al., 2003a)
GLAST j’ ARNm (Zhou et Norenberg, 1999)
j’ protéine (Chan et al., 2000)
GLUT1 ‘j’ protéine (Figure 5, Article 3)
Tableau 3.1 Changements d’expression causés par l’ammoniaque dans les cultures
d’astrocytes
Les effets précis de l’ammoniaque sur les différentes étapes pouvant affecter
l’expression d’un gène (transcription, stabilité de l’ARNm, traduction, etc.) sont très mal
connus. Cependant, puisque l’ammoniaque exerce un effet sur l’expression d’un grand
nombre de gènes sans lien apparent, il est raisonnable de penser que les mécanismes
impliqués affectent des aspects généraux de l’expression. La présente section décrit
quelques-uns des mécanismes par lesquels l’ammoniaque pourrait théoriquement moduler
l’expression génique.
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L’exposition de cultures d’astrocytes à l’ammoniaque cause une baisse de la
concentration intracellulaire de calcium (Neary et al., 1990). Le calcium est un important
second messager pouvant exercer un contrôle sur de nombreuses fonctions cellulaires dont
l’expression génique. La concentration intracellulaire de calcium peut en effet affecter la
transcription (van Haasteren et al., 1999), la stabilité de l’ARNm (Ziegler et al., 1990;
Bartlett et al., 1992; Klein et al., 1999), de même que la traduction (Brostrom et Brostrom,
2003). Il est donc possible que l’ammoniaque affecte un ou plusieurs de ces mécanismes à
la suite d’une diminution de la concentration intracellulaire de calcium, avec pour effet une
modification de l’expression génique des astrocytes.
L’ammoniaque cause également une acidification du pH intracellulaire dans les
astrocytes en culture (Mellergard et Siesjo, 1991; Nagaraja et Brookes, 1998). Le pH peut
jouer un rôle dans le contrôle de l’expression génique comme le démontre plusieurs études
rapportant une augmentation de la stabilité de divers ARNm causée par une diminution du
pH intracellulaire (Kaiser et al., 1992; Laterza et Curthoys, 2000; Labow et al., 2001;
Karim et al., 2003). Ce mécanisme demeure assez peu connu et son importance dans les
astrocytes reste à déterminer.
Certaines études suggèrent que les voies de signalisation de l’AMP cyclique
(AMPc) sont altérées par l’ammoniaque. Il a en effet été démontré que l’ammoniaque
diminue la production d’AMPc suite à la stimulation des récepteurs f3-adrénergiques dans
les astrocytes en culture (Liskowsky et al., 1986). De plus, l’augmentation de la
concentration intracellulaire d’AMPc (par exemple grâce au dibutyryl AMPc) atténue la
toxicité causée par l’ammoniaque dans les astrocytes en culture (Gregorios et al., 1986). Il
est possible que la baisse des niveaux d’AMPc diminue l’activité de la protéine kinase A
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(PKA) qui elle-même est impliquée dans la phosphorylation de facteurs de transcription
(tels CREB, CREM ou ATf-1), causant leur activation.
Enfin, bien que les mécanismes impliqués ne soient pas connus, il a été démontré
que l’ammoniaque augmente la phosphorylation de plusieurs protéines (Neary et al., 1987;
Schliess et al., 2002), parmi lesquelles on trouve Erk-1, Erk-2 et p38, trois membres de la
famille des MAPK (« mitogen-activated protein kinase »). Erk-1 et Erk-2 phosphorylent
des facteurs de transcription généralement impliqués dans la croissance et la différenciation
cellulaire (Kohno et Pouyssegur, 2003), alors que la p38 MAPK fait partie d’une voie de
signalisation pro-inflammatoire activée par le stress cellulaire (Dean et al., 2004).
2. Caractérisation neurobiologique d’un nouveau modèle d’IHA chez la souris
Les résultats de la présente étude appuient les données antérieures (Knecht et al.,
1997; Margulies et al., 1999; Desjardins et al., 2001; Zwingmann et al., 2002) démontrant
que des changements d’expression du SNC, plus particulièrement au niveau des astrocytes,
peuvent affecter la fonction cérébrale et ainsi contribuer à l’apparition de l’oedème cérébral
et de l’EH associés à l’IRA. L’identification des gènes affectés lors de l’IRA de même que
l’élucidation des conséquences découlant de ces changements d’expression sont donc
nécessaires à une meilleure compréhension des mécanismes pathophysiologiques
responsables des complications neurologiques de l’IHA. Cependant, en raison de la nature
multi-factorielle de l’IRA, il est difficile de cerner les répercussions de chacune des
modifications de l’expression génique causées par l’IRA.
Les techniques de biologie moléculaire permettant de surexprimer ou, au contraire,
d’inactiver l’expression de certains gènes chez des animaux expérimentaux (animaux
transgéniques, «knock-outs ») constitue un outil de choix pour l’étude du rôle de gènes
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précis dans diverses situations pathologiques. Bien qu’un premier knockout chez le rat ait
récemment été décrit (Zan et al., 2003), la souris demeure l’espèce animale de choix pour le
développement de d’ animaux transgéniques. Malheureusement, l’utilisation d’animaux
knock-outs dans le but de comprendre les conséquences des changements d’expression
survenant lors de l’IRA est limitée par l’absence d’un modèle adéquat d’IHA chez la
souris.
2.1 Limitations des modèles expérimentaux d’IHA citez ta souris
En raison de sa petite taille, les techniques chirurgicales de dévascularisation ou
d’ablation du foie sont pratiquement impossibles à réaliser chez la souris. D’autre part,
l’utilisation de toxines hépatiques afin d’induire l’IHA chez la souris a jusqu’à maintenant
donné des résultats décevants. L’acétaminophène cause une nécrose hépatique dépendante
de la dose chez la souris (Newsome et al., 2000), mais est également associé à une toxicité
extra-hépatique importante (Placke et al., 1987). De plus, ce modèle ne semble pas être
adéquat pour l’étude des complications neurologiques de l’IRA puisqu’aucune étude ne
rapporte la présence d’encéphalopathie ou d’oedème cérébral chez ces animaux.
La galactosamine est peu utilisée chez la souris afin d’induire 1’IHA, probablement
parce que la souris est plus résistante au dommage hépatique causé par cette toxine que le
rat (Rahman et Hodgson, 2000), ce qui suppose l’administration de doses très élevées de
galactosamine chez la souris, et accroît du même coup le risque de complications extra
hépatiques. De plus, tout comme l’acétaminophène, la galactosamine ne semble pas causer
l’encéphalopathie hépatique et l’oedème cérébral chez la souris. L’incapacité à induire
l’encéphalopathie suite à l’administration de galactosamine a également été rapportée chez
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le rat (Mullen et al., 198$), contribuant à l’impopularité de la galactosamine comme moyen
d’induire 1’IHA chez les rongeurs.
Enfin, la thioacétamide est parfois utilisée afin d’induire l’encéphalopathie
hépatique chez la souris, sans toutefois qu’aucune étude sérieuse de caractérisation n’ait été
menée chez cette espèce. De plus, comme nous l’avons déjà mentionné, la thioacétamide
n’est pas recommandée pour les études portant sur les effets de l’IT-TA sur le $NC en raison
de sa neurotoxicité (Peeling et al., 1993).
2.2 Critères importants pour ttn modèle d’IHA destiné à des études de neurobiologie
moléculaire
Les critères établis par Terblanche et Hickman (1991) (voir tableau 1.1, chapitre 1)
définissent les caractéristiques d’un modèle idéal d’IRA et sont donc très utiles afin
d’évaluer les modèles d’IRA disponibles. Cependant, la mise au point d’un modèle idéal
d’IRA s’étant révélée particulièrement difficile, on s’entend maintenant pour dire qu’il est
préférable de développer différents modèles d’IHA afin d’étudier les divers aspects de
l’IHA plus adéquatement (Newsome et al., 2000; Filipponi et Mosca, 2001). Ainsi, dans le
cas présent, où l’objectif est d’étudier les effets de changements d’expression dans le SNC
à l’aide de souris modifiées génétiquement, la plupart des critères de Terblanche et
Hickman (1991) s’appliquent toujours (reproductibilité, mort causée par l’insuffisance
hépatique, présence d’une grande fenêtre thérapeutique et danger minimal pour le
personnel). Toutefois, contrairement aux études visant à tester l’efficacité d’un traitement
sur la survie des animaux, où la réversibilité est un critère essentiel, les études visant à
comprendre les mécanismes impliqués dans l’apparition de l’encéphalopathie et de
l’oedème cérébral ne nécessitent pas impérativement un modèle réversible (Filipponi et
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Mosca, 2001). De plus, pour des raisons évidentes, le critère suggérant l’utilisation d’une
espèce animale de grande taille ne peut être satisfait. Il est par contre important de
mentionner que deux critères additionnels devraient être pris en compte pour les modèles
destinés à l’étude du $NC lors de l’IRA, soit la présence de symptômes d’encéphalopathie
(l’absence d’anesthésie générale est donc préférable afin de pouvoir évaluer l’état
neurologique de l’animal) ainsi que la présence confirmée d’oedème cérébral.
2.3 Caractérisation du modète d’IHA induite par t’azoxymétitane citez ta souris
Une étude par Matkowskyj et al. (1999) décrit un nouveau modèle d’IHA induite
par l’administration d’un ingrédient actif présent dans la noix de cycadalée, l’azoxyméthane
(AOM), chez la souris. L’administration chronique de faibles doses d’AOM est
fréquemment utilisée pour induire le cancer du colon chez des animaux expérimentaux
(Takahashi et Wakabayashi, 2004), alors qu’à plus forte dose, l’AOM cause une
dysfonction hépatique aigu chez les rongeurs, les porcs, de même que chez l’humain
(Laqueur et al., 1963; Wargovich et al., 1991; Matkowskyj et al., 1999; Doering et al.,
2002). L’étude de Matkowskyj et al. (1999) démontre que chez la souris, l’AOM cause une
toxicité hépatique augmentant en fonction de la dose et qui se traduit par des altérations
biochimiques caractéristiques de l’IHA, soit l’hypoglycémie, l’augmentation de la
concentration plasmatique d’alanine transaminase ainsi que l’augmentation de la
concentration plasmatique d’ammoniaque. De plus, l’IHA causée par l’AOM est
accompagnée de symptômes caractéristiques de l’EH soit la léthargie progressant vers
l’ataxie, puis la perte du réflexe de redressement et enfin le coma (Matkowskyj et al.,
1999). Bien que cette étude décrive un modèle prometteur d’IHA chez la souris, elle ne
s’attarde que très peu à l’étude des modifications neurochimiques survenant dans ce
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modèle. Nous avons donc poursuivi la caractérisation, particulièrement d’un point de vue
neurobiologique, de ce modèle d’IHA induite par l’AOM chez la souris (Article 4).
Dans un premier lieu, les résultats de notre étude confirment les altérations
biochimiques secondaires au dommage hépatique causé par l’AOM qui ont été rapportées
précédemment (Matkowskyj et al., 1999). On observe en effet, chez les animaux au stade
de coma, une augmentation marquée de la concentration plasmatique de l’ammoniaque
(Figure 2A, Article 4), ainsi que des enzymes alanine transaminase (ALT) et aspartate
transaminase (AST) (Figure 1F, Article 4), deux marqueurs fréquemment utilisés pour
évaluer le dommage hépatique. D’autre part, l’analyse de la concentration plasmatique des
différents acides aminés révèle un ensemble de changements caractéristiques de la
dysfonction hépatique aigu tant chez les animaux (Mans et al., 1994) que chez l’humain
(Record et al., 1976). Ces changements consistent en une augmentation de la concentration
plasmatique de la plupart des acides aminés, à l’exception du tryptophane et des acides
aminés à chaîne ramifiée (valine, isoleucine et leucine) dont la concentration diminue
(Table 1, article 4). Il en résulte une diminution de «l’index de Fisher », défini comme le
ratio entre la somme des acides aminés aromatiques (AAA) et la somme des acides aminés
à chaîne ramifiée (AACR) (index de Fisher AAA/AACR). Cela confirme le
développement de l’insuffisance hépatique suite à l’administration d’AOM puisque la
diminution de l’index de Fisher est une observation typique de la dysfonction hépatique
(Honda et al., 2004).
Notre étude démontre également la présence des complications neurologiques
caractéristiques de l’IHA dans ce modèle. En effet, l’IHA induite par 1’AOM entraîne
l’apparition de symptômes de l’encéphalopathie se traduisant par la léthargie et l’ataxie,
progressant vers la perte du réflexe de redressement et finalement, le coma. De plus,
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l’encéphalopathie est accompagnée d’une augmentation du contenu en eau du cerveau (une
mesure de l’oedème cérébral) au stade de coma chez les animaux ayant reçu de l’AOM
(Figure 3, Article 4).
Comme nous l’avons déj à mentionné, l’augmentation de la concentration cérébrale
d’ammoniaque lors de l’IHA semble jouer un rôle central dans l’apparition de l’oedème
cérébral et de l’EH associés à l’IRA. Conformément aux observations effectuées dans
divers modèles animaux d’IRA ($wain et al., 1992; Mans et al., 1994; Rose et al., 2000), la
concentration cérébrale d’ammoniaque est très élevée, près de 1 mM, chez les souris ayant
une IRA causée par l’AOM (Figure 2B, Article 4). Comme c’est généralement le cas lors
de l’IRA, on observe aussi une augmentation de la concentration cérébrale de glutamine,
vraisemblablement une conséquence de la détoxification de l’ammoniaque par l’action de
la GS dans le cerveau. La concentration cérébrale des autres acides aminés subit également
des changements caractéristiques de l’IRA (Tableau 2, Article 4), parmi lesquels on trouve
une diminution de la concentration totale de glutamate et une augmentation de la
concentration de la tyrosine, de la phénylalanine, du tryptophane et de l’histidine, tous des
acides aminés pouvant servir de précurseurs pour la synthèse de neurotransmetteurs. Un
débalancement de la concentration cérébrale de ces acides aminés pourrait donc contribuer
aux altérations des systèmes de neurotransmission noradrénergique, sérotoninergique et
histaminergique qui ont été rapportées lors de l’IHA par de nombreuses études (Yurdaydin
et al., 1996; Michalak et al., 199$; Michalak et al., 2001a; Lozeva-Thomas et al., 2004).
Un intérêt grandissant est porté aux effets protecteurs de l’hypothermie légère sur la
fonction cérébrale lors de l’IHA. Nous avons donc entrepris d’évaluer les effets de
l’hypothermie dans ce modèle d’IRA causée par l’AOM chez la souris dans le but de
déterminer son utilité pour des études futures portant sur cette nouvelle approche
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thérapeutique. De façon similaire à ce que l’on observe dans le modèle l’IRA causée par la
dévascularisation hépatique chez le rat, l’hypothermie légère prévient l’apparition des
symptômes de l’encéphalopathie ainsi que le développement de l’oedème cérébral chez les
souris ayant une IRA causée par l’AOM (figure 3, Article 4). On observe également une
normalisation de la concentration cérébrale d’ammoniaque (Figure 2B, Article 4) ainsi
qu’une amélioration du profil des concentrations cérébrales des acides aminés (Tableau 2,
Article 4) chez ces animaux.
Cependant, contrairement à ce que l’on observe lors de la dévascularisation
hépatique, il semble que l’effet protecteur de l’hypothermie dans le modèle d’IRA causée
par l’AOM soit avant tout le résultat d’une diminution du dommage hépatique chez les
animaux hypothermiques. En effet, l’atténuation de l’augmentation des niveaux
plasmatiques d’AST et d’ALT (figure 1F, Article 4), l’amélioration des modifications de la
concentration plasmatique de la plupart des acides aminés (Tableau 1, Article 4) de même
que la prévention complète de la hausse de la concentration plasmatique d’ammoniaque
(figure 2A, Article 4) sont trois observations suggérant une meilleure fonction hépatique
chez les animaux hypothermiques en comparaison avec les animaux maintenus
normothermiques. En effet, contrairement à la dévascularisation hépatique où le foie est
chirurgiquement isolé de la circulation sanguine, l’induction de l’insuffisance hépatique par
l’AOM dépend de son effet toxique sur les hépatocytes et il est donc logique qu’une baisse
globale du métabolisme survenant lors de l’hypothermie légère ralentisse l’apparition de
l’IHA chez ces animaux. Ce modèle d’IHA n’est donc pas idéal pour l’étude des effets
protecteurs de l’hypothermie légère sur la fonction du SNC puisque les effets observés
peuvent simplement être expliqués par l’atténuation du dommage hépatique. Cependant, les
résultats de l’article 4 entraînent une nouvelle question intéressante l’hypothermie légère
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serait-elle utile en clinique afin de ralentir la progression de l’IRA en cas d’ingestion d’une
toxine hépatique? Pour répondre à cette question, des études futures devront non seulement
évaluer les effets de l’hypothermie sur le dommage hépatique, mais également son effet sur
la régénération hépatique qui pouffait être compromise par un ralentissement du
métabolisme.
Chez les animaux normothermiques, le modèle d’IRA induite par l’AOM satisfait la
plupart des critères de Terblanche et Rickman (1991) définissant un modèle expérimental
adéquat d’IHA. Ce modèle est en effet reproductible, potentiellement réversible, il cause
une IHA fatale, présente une longue fenêtre thérapeutique et cause l’encéphalopathie
hépatique et l’oedème cérébral. En contrepartie, les désavantages principaux de ce modèle
sont les limitations techniques dues à la petite taille des souris ainsi que le danger potentiel
causé par l’AOM pour le personnel de laboratoire.
CHAPITRE 4: CONCLUSIONS
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1. On observe une baisse de l’expression de la GFAP, tant au niveau de 1’ARNm que
de la protéine chez le rat ayant une IRA causée par la dévascularisation hépatique.
Cette perte de la GFAP est apparente six heures après la dévascularisation hépatique
et s’accentue progressivement aux stades de précoma et de coma, parallèlement au
développement de l’oedème cérébral. Cette étude suggère qu’une modification de
l’architecture cellulaire des astrocytes contribue au gonflement de ce type cellulaire,
lui-même en partie responsable de l’oedème cérébral et de l’augmentation de la
pression intracrânienne lors de l’IRA.
2. L’IRA cause une augmentation des niveaux de I’ARNm codant pour PTBR,
entraînant une augmentation concomitante de la densité des sites de liaison
spécifiques de PTBR. On observe également une augmentation de la concentration
de la pregnénolone dans le cerveau, indiquant une stimulation de la voie de synthèse
des neurostéroïdes suite à l’induction de PTBR lors de 1’IHA.
3. L’hypothermie légère prévient la détérioration de la fonction neurologique ainsi que
l’apparition de l’oedème cérébral dans le modèle de dévascularisation hépatique
chez le rat. De plus, l’hypothermie atténue l’induction de PTBR, réduit
l’augmentation du nombre de sites de liaison de PTBR et prévient l’augmentation
de la concentration cérébrale de pregnénolone dans ce modèle d’IRA.
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4. L’IHA entraîne une augmentation de l’expression cérébrale du transporteur du
glucose GLUT1, exprimé par les astrocytes ainsi que par les cellules endothéliales
de la BHE. L’induction de GLUT1 se traduit par une augmentation du transport du
glucose de la périphérie vers le cerveau chez les animaux au stade de coma. Ces
résultats sont en accord avec des études antérieures démontrant des altérations du
métabolisme énergétique cérébral lors de l’IRA. De plus, cette étude suggère, pour
la première fois, un rôle des cellules endothéliales dans les mécanismes
physiopathologiques responsables de l’EH et de l’oedème cérébral lors de l’IHA.
5. Contrairement à GLUT1, l’expression du transporteur neuronal du glucose GLUT3
reste quant à elle inchangée suite à la dévascularisation hépatique, ce qui est en
accord avec l’hypothèse selon laquelle l’IRA entraîne des altérations de la fonction
gliale plutôt que neuronale.
6. L’exposition de cultures d’astrocytes à des niveaux d’ammoniaque similaires à ceux
observés dans le cerveau lors de l’IHA cause également une augmentation de
l’expression de GLUTI accompagnée d’une augmentation de l’utilisation du
glucose, suggérant un rôle de l’ammoniaque dans l’induction de GLUTI lors de
l’IHA.
7. L’administration d’azoxyméthane chez la souris cause une IRA caractérisée par
l’augmentation de la concentration plasmatique des enzymes AST et ALT,
l’hyperammoniémie, la modification des patrons de concentration plasmatique et
cérébrale des acides aminés et l’oedème cérébral. L’hypothermie légère atténue le
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dommage hépatique causé par l’azoxyméthane et par conséquent prévient les
complications neurologiques associées à 1’IHA chez les animaux normothermiques.
Le développement d’un modèle approprié d’IRA chez la souris est nécessaire aux
études de biologie moléculaire faisant appel à la technologie des animaux
génétiquement modifiés afin d’acquérir une meilleure compréhension des
conséquences des modifications del’expression génique survenant lors de la
dysfonction aiguè du foie.
CHAPITRE 5: SOMMAIRE
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La dysfonction hépatique aigu entraîne de nombreuses complications systémiques
et neurologiques. D’un point de vue neuropathologique, l’IHA est associée à un gonflement
cytotoxique astrocytaire pouvant entraîner l’hypertension intracrânieime et I ‘hemiation du
tronc cérébral, la cause principale de décès lors de l’IHA. L’effet toxique de l’ammoniaque
sur le SNC, et en particulier sur les astrocytes, joue un rôle central parmi les mécanismes
responsables de l’oedème cérébral survenant lors de l’IHA. Les résultats de la présente thèse
démontrent que diverses midifications de l’expression de gènes codant pour des protéines
astrocytaires surviennent lors de l’IHA et peuvent contribuer aux complications
neurologiques associées à cet état. Le rôle de l’ammoniaque dans ces modifications de
l’expression génique est appuyé par le fait que l’exposition d’astrocytes en culture à des
concentrations pathologiques d’ammoniaque récapitule les changements d’expression
survenant lors de l’IHA causée par la dévascularisation hépatique chez le rat.
Bien que les protéines pour lesquelles nous avons démontré une modification de
l’expression suite à l’IHA aient des fonctions différentes, chacune semble contribuer de
façon distincte à l’apparition de l’oedème cérébral (Figure 3.4). Dans un premier temps,
l’IHA cause une baisse de l’expression de la GFAP, une protéine structurale impliquée
entres autres dans la régulation du volume intracellulaire. Une perte d’expression de la
GFAP pourrait affecter l’intégrité architecturale des astrocytes et, par le fait même,
favoriser l’apparition de l’oedème cérébral.
D’autre part, comme c’est aussi le cas pour plusieurs conditions caractérisées par
l’hyperammoniémie, l’IHA s’accompagne d’une induction de PTBR, une protéine
mitochondriale impliquée dans le transport du cholestérol nécessaire à la synthèse des
neurostéroïdes. Nos résultats démontrent une augmentation de la concentration cérébrale de
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la pregnénolone chez les rats ayant une IRA, suggérant l’activation de la voie de synthèse
des neurostéroïdes associée à l’induction de PTBR chez ces animaux. Parmi les effets
coi-mus des neurostéroïdes, il a été démontré que cette classe de molécules peut affecter le
gonflement des astrocytes induit par l’ammoniaque (soit positivement, soit négativement
selon leur concentration). De plus amples études déterminant la concentration respective
des différents neurostéroïdes seront donc nécessaires afin de mieux comprendre leur effet
global lors de l’IRA.
Dévascularisation hépatique
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Insuffisance hépatique aigui
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Figure 5.1 Rôle des altérations de l’expression génique dans l’apparition de l’oedème
cérébral lors de l’IHA causée par la dévascularisation hépatique chez le rat
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Enfin, on observe une augmentation de l’expression du transporteur du glucose
GLUI1 dans les astrocytes et les cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique
de rats ayant une IRA causée par la dévascularisation hépatique. L’induction de GLUT1
s’accompagne d’une augmentation du transport du glucose vers le cerveau chez ces
animaux. Ces résultats sont cohérents avec plusieurs études démontrant une activation de la
glycolyse et/ou une augmentation de la production de lactate dans le cerveau lors de l’IRA.
De plus en plus d’études suggèrent également un rôle de cette accumulation de lactate dans
l’apparition de l’oedème cérébral lors de l’IHA. D’autre part, il a été démontré que les
transporteurs du glucose peuvent servir de canal osmotique et augmenter la perméabilité
membranaire. Il est donc possible que ta hausse de l’expression de GLUT1 observée lors de
l’IRA contribue à l’augmentation du contenu en eau du cerveau, plus particulièrement dans
les cellules endothéliales et astrocytaires.
Les résultats de la présente étude appuient l’hypothèse selon laquelle le
développement de l’oedème cérébral lors de l’IRA ne peut être expliqué par une cause
unique, mais dépend plutôt d’un ensemble de facteurs agissant de concert pour causer le
gonflement des astrocytes. Il va de soi que la contribution des modifications de l’expression
génique au gonflement des astrocytes n’exclue pas l’existence d’autres mécanismes
impliqués dans le développement de l’oedème cérébral lors de l’IHA, tels l’effet osmotique
de l’accumulation de la glutamine ou l’effet de dérangements hémodynamiques (voir
section 3.3, chapitre 1).
Bien que la présente étude ne se soit pas penchée en détail sur cette question,
l’existence d’interactions entre les divers changements d’expression du système nerveux
central observés lors de l’IRA ne peut être exclue. Par exemple, il a été démontré in vitro
comme in vivo que les certains neurostéroides (i.e. pregnenolone, DHEA,
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désoxycorticostérone, déshydro désoxycorticostérone) affectent l’expression de la GFAP (à
la hausse ou à la baisse dépendant de l’âge, de la région et du modèle utilisé) (Melcangi et
al., 1997; $hirayama et al., 2005). Il est donc possible qu’une augmentation de la
production de neurostéroïdes suite à l’induction de PTBR affecte indirectement
l’expression de la GFAP lors de l’IHA. D’autre part, des ligands spécifiques de PTBR
induisent la production d’espèces oxygénées radicalaires dans des cultures primaires
d’astrocytes et de neurones (Jayakumar et al., 2002). Or, les espèces oxygénées radicalaires
causent une augmentation de l’activité de GLUT1 dans certaines lignées cellulaires (Prata
et al., 2004; fiorentini et al., 2004). Des études supplémentaires seraient toutefois nécesaire
afin de vérifier ces hypothèses et l’existence de telles interactions dans le contexte de 1’IHA
reste pour le moment purement spéculative.
Le rôle des changements de l’expression génique dans le $NC lors de l’IRA
commence à peine à être exploré. Des études futures seraient nécessaires afin de compléter
«l’inventaire» des gènes dont l’expression est modifiée lors de l’IHA. Pour ce faire,
l’utilisation de la technologie des puces à ADN (« gene chip microarray »), permettant
d’évaluer l’expression de milliers de gènes à la fois, serait une approche efficace afin
d’obtenir un portrait de l’expression génique du SNC lors de l’IRA. Les résultats obtenus
grâce à cette technique doivent bien sûr être interprétés avec prudence et doivent être
confirmés par d’autres techniques, mais permettent du moins d’orienter les efforts de
recherche vers les gènes d’intérêt.
D’autre part, la caractérisation d’un modèle d’IHA causée par l’azoxyméthane chez
la souris permettra l’utilisation d’animaux génétiquement modifiés dans le but d’étudier les
effets des changements de l’expression génique lors de l’IHA. Quelques exemples
d’animaux «knock-outs» d’intérêt pour l’IRA qui sont présentement disponibles sont la
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GFAP, l’aquaporine IV ou le transporteur du glutamate GLT-1. Une meilleure
connaissance des conséquences découlant des modifications de l’expression génique du
SNC survenant lors de l’IRA est nécessaire afin d’améliorer notre compréhension des
complications neurologiques de l’IHA et permettre le développement de nouvelles avenues
thérapeutiques destinées à améliorer le taux de survie des patients atteints d’IHA.
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